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Demande international n° 

PCT/FR 00/02076 

De do san ; — — — — — — — - 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

19/07/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

20/07/1999 



INSTltUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE 



dloosaTS^ 6tabN Par '' administration bargee de la recherche internationale, est transmis au 

deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

(X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



Base du rapport ~~ ~™ " " " 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point '"temahonale dans la 

□ la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a ('administration 

MSfffiZ^ — la *** '-mationaie (,e cas echeant, 

contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 
deposee avec la demande Internationale, sous forme dechlffrable par ordinateur. 
remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 
remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

&iS^r.E^ ssssr 6cm et ,ourni ne vas Pas a U -de„ de , a 



□ 
□ 



□ 
□ 



divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

dC SSnSS 5008 f ° rme d ^ Chiffrab,e Par ° rdinateur sont * 

□ II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
I I n ya absence d'unite de I'invention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

[X| le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

I I Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abrege, 

fx] ,e texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

PI Ifri^I^^K ^ V* Ca > d n e IM) a ^ * tabl1 par '' admi nistration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 

V^r^fi^M* 3dminiStrati0n danS un d * ,ai d ' un ™ is * com Pter de la 4ale dexpe^ition du'pS rapport 

6. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 

□ suggeree par le deposant. ryj Aucunedes fjgures 

I | parce que le deposant n'a pas suggere de figure n ' est k Publier. 

□ 

parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale No 

PCT/FR 00/02076 



A. CLASSEMENT DE L OB JET DE LA DEMANDE , , 

CIB 7 C12N15/12 C12N15/11 C12Q1/68 C07K14/47 C07K16/18 
A61K38/17 A61K48/00 G01N33/53 

Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 

B. DOM A IN ES SUR LE SQL) ELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C07K C12N C12Q A61K G01N 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal , STRAND 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categorie ' 



Ideptfi 



i cation des documents cites, avec, le cas echeant, r indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



/ 



WO 89 06241 A (INST NAT SANTE RECH MED) 
13 juillet 1989 (1989-07-13) 
/fite dans la demande 
/ revendications 1-14; exemples 1-4 



J 



I 



HILLIER ET AL. : "The WashU-Merck EST 
Project" 

EMBL DATABASE, ACC NO: H54590, 
22 septembre 1995 (1995-09-22), 
XP002136341 
abrege 

HILLIER ET AL. : "Generation and analysis 
of 280,000 human expressed sequence tags" 
EMBL DATABASE, ACC NO: AA142922, 
14 decembre 1996 (1996-12-14), 
XP002136342 
abrege 

_/__ 



1-13 



1-13 



1-13 



| )( j Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



|y | Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 
considere comme particulierement pertinent 

'E' document anterieur, mais publie a la date de dep6t international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

•O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou to us autres moyens 

■p" document publie avant la date de dep6t international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



document ulterieur publie apres la date de dep6t international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I'invention 

document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a ete effectivement achevee 

20 decembre 2000 


Date d'expedition du present rapport de recherche internationale 

28/12/2000 


Nom et adresse postale de I'administration chargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

van Klompenburg, W 



Formulaire PCT/ISA/210 (deuxifeme feuille) guillet 1992) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale No 

PCT/FR 00/02076 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 



Identification des documents cites, avec,le cas echeant, I'indlcationdes passages pertinents 



no. des revendi cat ions visees 



/ 



WANG ET AL.: "ArgBP2, a multiple Src 
Homology 3 domain-containing, 
Arg/Abl-interacting protein, is 
phosphorylated in v-Abl -transformed cells 
and localized in stress fibers and 
cardiocytic Z-disks" 
THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol . 272, no. 28, 

11 juillet 1997 (1997-07-11), pages 
17542-17550, XP002136343 
page 17545, colonne 1; figure 1 
-& WANG ET AL.: "Homo sapiens 
Arg/Abl-interacting protein ArgBP2 mRNA" 
EMBL DATABASE ACC NO: AF049885, 

16 mars 1998 (1998-03-16), XP002136344 
abrege 

WO 99 22243 A (ENDRESS GREGORY A ; FLORENCE 
KIMBERLY A (US); HUMAN GENOME SCIENCES) 
6 mai 1999 (1999-05-06) 
ySEQ ID NO: 60 
/ revendi cations 1-23 



1-13 



1-13 



W0 99 06548 A (LACROIX BRUNO ;DUCLERT 
AYMERIC (FR); GENSET (FR); DUMAS MILNE 
[DWA) 11 fevrier 1999 (1999-02-11) 
'SEQ ID NO: 178 
revendications 1-37 

W0 99 06553 A (LACROIX BRUNO ;DUCLERT 
AYMERIC (FR); GENSET (FR); DUMAS MILNE 
EDWA) 11 fevrier 1999 (1999-02-11) 
SEQ ID NO: 159 
revendications 1-37 



1-13 



1-13 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



International Application No 

PCT/FR 00/02076 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 


WO 8906241 


A 


13-07-1989 


FR 
AT 
DE 
DE 
EP 


2601020 
82754 
3876240 
3876240 
0348399 


A 
T 
D 
T 
A 


08-01-1988 
15-12-1992 
07-01-1993 
03-06-1993 
03-01-1990 


W0 9922243 


A 


06-05-1999 


AU 
EP 
AU 

wo 


1273499 
1042674 
1118499 
9921575 


A 
A 
A 
A 


17-05-1999 
11-10-2000 
17-05-1999 
06-05-1999 


WO 9906548 


A 


11-02-1999 


AU 
EP 


8554798 
1000146 


A 
A 


22-02-1999 

1 / UD tUUU 


W0 9906553 


A 


11-02-1999 


AU 
EP 


8555698 
1000151 


A 
A 


22-02-1999 
17-05-2000 
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* PCTAJS98/22376 



CANADA 

The applicant requests that, until either a Canadian patent has been issued on the basis of an 
application or the application has been refused, or is abandoned and no longer subject to 
reinstatement, or is withdrawn, the Commissioner of Patents only authorizes the furnishing of 
a sample of the deposited biological material referred to in the application to an independent 
expert nominated by the Commissioner, the applicant must, by a written statement, inform the 
International Bureau accordingly before completion of technical preparations for publication 
of the international application. 

NORWAY 

The applicant hereby requests that the application has been laid open to public inspection (by 
the Norwegian Patent Office), or has been finally decided upon by the Norwegian Patent 
Office without having been laid open inspection, the furnishing of a sample shall only be 
effected to an expert in the art. The request to this effect shall be filed by the applicant with 
the Norwegian Patent Office not later than at the time when the application is made available 
to the public under Sections 22 and 33(3) of the Norwegian Patents Act. If such a request has 
been filed by the applicant, any request made by a third party for the furnishing of a sample 
shall indicate the expert to be used. That expert may be any person entered on the list of 
recognized experts drawn up by the Norwegian Patent Office or any person approved by the 
applicant in the individual case. 

AUSTRALIA 

The applicant hereby gives notice that the furnishing of a sample of a microorganism shall 
only be effected prior to the grant of a patent, or prior to the lapsing, refusal or withdrawal of 
the application, to a person who is a skilled addressee without an interest in the invention 
(Regulation 3.25(3) of the Australian Patents Regulations). 

FINLAND 

The applicant hereby requests that, until the application has been laid open to public 
inspection (by the National Board of Patents and Regulations), or has been finally decided 
upon by the National Board of Patents and Registration without having been laid open to 
public inspection, the furnishing of a sample shall only be effected to an expert in the art. 

UNITED KINGDOM 

The applicant hereby requests that the furnishing of a sample of a microorganism shall only 
be made available to an expert. The request to this effect must be filed by the applicant with 
the International Bureau before the completion of the technical preparations for the 
international publication of the application. 



BNSDOCID: <WO 9922243A1_I_> 
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DENMARK 



The applicant hereby requests that, until the application has been laid open to public 
inspection (by the Danish Patent Office), or has been finally decided upon by the Danish 
Patent office without having been laid open to public inspection, the furnishing of a sample 
shall only be effected to an expert in the art. The request to this effect shall be filed by the 
applicant with the Danish Patent Office not later that at the time when the application is made 
available to the public under Sections 22 and 33(3) of the Danish Patents Act If such a 
request has been filed by the applicant, any request made by a third party for the furnishing of 
a sample shall indicate the expert to be used. That expert may be any person entered on a list 
of recognized experts drawn up by the Danish Patent Office or any person by the applicant in 
the individual case. 



SWEDEN 



The applicant hereby requests that, until the application has been laid open to public 
inspection (by the Swedish Patent Office), or has been finally decided upon by the Swedish 
Patent Office without having been laid open to public inspection, the furnishing of a sample 
shall only be effected to an expert in the art. The request to this effect shall be filed by the 
applicant with the International Bureau before the expiration of 1 6 months from the priority 
date (preferably on the Form PCT/RO/134 reproduced in annex Z of Volume I of the PCT 
Applicant's Guide). If such a request has been filed by the applicant any request made by a 
third party for the furnishing of a sample shall indicate the expert to be used. That expert m* 
be any person entered on a list of recognized experts drawn up by the Swedish Patent Office 
or any person approved by a applicant in the individual case. 



NETHERLANDS 



The applicant hereby requests that until the date of a grant of a Netherlands patent or until the 
date on which the application is refused or withdrawn or lapsed, the microorganism shall be 
made available as provided in the 31F(l) of the Patent Rules only by the issue of a sample to 
an expert. The request to this effect must be furnished by the applicant with the Netherlands 
Industrial Property Office before the date on which the application is made available to the 
public under Section 22C or Section 25 of the Patents Act of the Kingdom of the Netherlands 
whichever of the two dates occurs earlier. 



9922243A1_I_> 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/US98/22376 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC(6) :Pleasc Sec Extra Sheet. 

US CL .Please See Extra Sheet. 
According to International Patent Classification QPC) or to both national classification and IPC 



FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 
U.S. : 536/23.5, 23.1; 435/320.1, 440, 252.3, 69.1, 7.1; 530/350, 387.1; 514/12 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base i»d, where practicable, search terms used) 
Please See Extra Sheet 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



ADAMS et al. Complementary DNA sequencing: Expressed 
sequence tags and the human genome project. Science. 21 June 
1991, Vol. 252, pages 1651-1656, see entire document. 



1-22 



Q Further documents are listed in the contin uation of Box C. Q See patent family annex. 

~ docunicnt published after the intemauonal filing date or priority 

date and not in conflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying the invention 



Special categories of cited documents: 

document defining the general state of the art which is not considered 
to be of particular relevance 

earlier document published on or after the intemauonal filing date 

document which may throw doubts on priority claim (s) or which is 
cited to establish the publication date of another citation or other 
special reason (as specified) 

document referring to an oral disclosure, use. exhibition or other 



"Y" 



document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an mventrve step 
when the document is taken alone 

document of particular relevance; the claimed invenUc^annot be 
considered to involve an invenuve step when the document » 
combined with one or more other such documents, such combinaUon 
being obvious to a person skilled in the art 



document member of the same patent family 



the priority date claimed 

Date of the actual completion of the international search 
13 JANUARY 1999 


Date of mailing of the international search report 

03 FEB 1999 


Name and mailing address of the ISA/US 
Commissioner of Patents and Trademarks 
Box PCT 

Washington, D.C. 20231 
Facsimile No. (703) 305-3230 


JAM^SMARTINELL 
Telephone No. (703) 308-0196 



Form PCT/ISA/210 (second sheetXJuly 1992) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/US98/22376 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of Hrst sheet) 
This international report has not been established in respect of certain claims under Article I7(2Xa) for the following reasons: 
1. Q Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. Claims Nos.: 23 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

Claim 23 is directed to a product of the process of claim 20. claim 20 is not a process for the production of a product, 
but a process for the detection of a substance, hence, no meaningful search can be carried out. 

3. Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



I | As aI1 ret l u ired additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable 



claims 



2. Q As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

Q As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers 
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



Q No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I I No Potest accompanied the payment of additional search fees. 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/US98/22376 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER: 
IPC (6): 

G01N 33/68, 33/53; C07K 16/00; C12N 15/11. 15/12, 15/00, 15/63; A61K 38/17, 38/16; C12P 21/02 

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER: 
US CL : 

536/23.5, 23.1; 435/320.1, 440, 252.3, 69.1, 7.1; 530/350, 387.1; 514/12 

B. FIELDS SEARCHED 

Electronic data bases consulted (Name of data base and where practicable terms used): 

APS STN MPSRCH (SEQ ID NOs 11 and 160 only). One nucleotide sequence and one amono acid sequence have 
been searched. It is not clear which sequences are embraced by the claims because the claims refer to sequences X and 
Y The table beginning after page 209 contains many sequences X and Y, yet the claims refer to X and Y in the 
singular. If the claims are to embrace more than one X and more than one Y, it is not clear whether each X always 
requires the corresponding sequence Y. Additionally, the claims are in improper format in refemng to the description 
(see PCT Rule 6.2(a)). Accordingly, the first X nucleotide sequence disclosed and the first Y ammo acid sequence 
mentioned in the claims were searched. 



Form PCT/ISA/210 (extra sheetXJuly 1992)* 



)OCID: <WO 9922243A1J_> 
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PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



to 



Applicant's or agent's file reference 
BET 00/0696 



International application No. 

PCT/FR00/02076 



SeeNotificationofTransmittalofintemational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Exam j nat j 0 n Report (Form PCT/1PEA/416) 



International filing date (day/month/year) 

19 July 2000(19.07.00) 



Priority date (day/month/year) 

20 July 1999 (20.07.99) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/12 



Applicant INST]TUT national DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE (INSERM) 

I This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



ed by ANNEXES, i.e.. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 



This report is also accompani 

amended and are the basis for this report and/or sheets containing 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of 3 sheets. 



rectifications made before this Authority (see Rule 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 
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□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


IEI 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

08 December 2000 (08.12.00) 


Date of completion of this report 

14 November 2001 (14.11.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

I. Basis of the re port 

7-^T7gard to the elements^Tinternational application:* 
j-j the international application as originally filed 

the description: 
pages 
pages 
pages 



International application No. 

PCT/FR00/02076 




the claims: 
pages ___ 

pages 

pages 

pages 



5 as originally filed 
filed with the demand 



. as originally filed 



" as amended (together with any statement under Article 19 

} filed with the demand 
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, filed with the letter of 



25 October 2001 (25_j____ 



the drawings: 

pages _ 

pages 

pages 



1/5-5/5 



, as originally filed 
"filed with the demand 



, filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 
pages 
pages 
pages 




, as originally filed 
filed with the demand 



the international W^™™*^^^!^* i" the following language . 

° r 55 3) . eiA sea uence disclosed in the international application, the international 

M contained in the international application in written form. 

_ filed aether with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. fa ^ 
H The statement that the subsequent.y furnished written sequence hstmg does g 

international application as filed has been furn.snea. Me , isting has 

□ The statement that the information recorded in computer readable form ,s 
been furnished. 

4. □ The amendments have resulted in the cancellation of: 

| | the description, pages . 

[ | the claims. Nos. 



! I the drawings, sheets/fig _ — . , tr on 

7rA y 7 ^ j , /«, referred to under item 1 and annexed to this report. 
Any replacement sheet containing such amendments must be referred ^ 

Form PCT/IPEA/409 (Box 1) (July 1998) 



2. 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION Sort I i=5 °'^^ 

I*' ■ PCT/FR 00/0207fi 

Reasoned " J /U ^ U76 



v Rp , ' - M-^/TK UO/020 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



Claims 

_ Claims 
Citations and explanations 

Reference is made to the fnli ■ 

he foll ow lng documents: 

3) CltSd ln the appl ication 

HILLIER ^ AL . : 'The WashU-Merck EST P 
E MB L DATABASE ; ACC N0: H54SS0 2 , ^ 
1995 (1995-09 September 
b 09-22), XP002136341 

°3: HILLIER ET AL. : 'Generate 

280 000 h Gene ^txon and analysis of 

ou ' uo ° human expres^H <, 

DATABASE , ACC H0 Z 9 " ^ ^ 
'".-12-14,. XP„0 2136342 ' mbSr 1996 
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3. The protein sequence of the porcine sorbin disclosed 
in Dl differs from SEQ ID No: 2 of the porcine 
sorbin of the present application by virtue of three 
amino acids in positions 16, 35 and 112. Since it is 
not possible to determine after the event whether 
these differences are the result of mutations or 
simple sequencing errors, the subject matter of 
Claims 6 and 7 is formally novel (PCT Article 

33 (2) ) . 

4. The present application does not meet the 
requirements of PCT Article 33(3) concerning 
inventive step. 

It appears obvious that a person skilled in the art 
aware of document Dl could have cloned the porcine 
and human sorbin gene, which corresponds to the 
subject matter of Claim 1 of the present 
application, and expressed the corresponding protein 
without exercising an inventive step (PCT Article 
33(3)). This is particularly true since two EST 
fragments of the sorbin gene were known before the 
priority date of the present application, and the 
three amino acid difference between the known 
sequence and that of the present application has no 
surprising effect on the activity of sorbin. 

The same objection applies to the subject matter of 
Claims 2 to 13 . 
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^ (57) Abstract: The invention concerns nucleic acids coding for peptides having the biological activity of sorbin, the resulting coded 
peptides and their therapeutic uses, particularly the use of their properties on water and electrolyte cell absorption. 



(57) Abrege: Cette invention concerne les acides nuclei ques codant pour des peptides possgdant V activity biologique de la sorbine, 
is peptides ainsi codes 
'eau et d'electrolytes. 



^ les peptides ainsi codes et leurs applications tberapeutiques, mettant notamment a profit leurs propriltes sur 1* absorption cellulaire 
^ d'€ 
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SEQUENCE LISTING 



• 



<110> INSERM 
SCRAS 



<120> nucleic acids encoding peptides having 
the biological activity of sorbin 

<130> BFF 98/555 

<140> 
<141> 

<160> 20 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<2lo> l 
<211> 474 
<212> DNA 
<213> pig 

<400> 1 

atgagagcag.caacaccttt gcagacagtt gaccggccga aggactggta caagaccatg 60 
tttaagcaaa tccacatggt gcacaagcca gatgatgaca cagacatgta taatactcct 
tatacatata atgcaggcct gtacaactca ccctacagtg ctcagtcaca tcctgctgcc 
aagacccaga cctacagacc cctctccaaa agccactctg acaatggcac cgacgccttt 
aaggatgctt cctcacctgt ccctccccca catgttcctc ctccagtccc acctctgcga iuu 
ccaagagatc ggtcttcaac agaaaagcat gactoggatc ctccagacag aaaagtggac 360 
acgagaaaat ttcgatcgga gccacggtct atttttgaat acgagcctgg gaagtcatcc 420 
atcctgcagc acgaacgacc cgtcacgaaa ccccaagcag ggcgccgtaa ggtc 474 

<210> 2 
<211> 153 
<212> PRT 
<213> pig 

<220> 

<221> HODJKBS 
<222> (153) 
<223> AMIEATION 



12 0 
180 
240 
300 



<400> 2 

Met Arg Ala Ala Thr Pro Leu Gin 
1 5 

Tyr Lys Thr Met phe Lys Gin lie 
20 

Asp Thr Asp Met Tyr Asn Thr Pro 
35 40 

Asn Ser Pro Tyr Ser Ala Gin Ser 
50 55 

Tyr Arg Pro Leu Ser Lys Ser His 
65 70 

Lys Asp Ala Ser Ser Pro Val Pro 



Thr Val Asp Arg Pro Lys Asp Trp 
10 15 

His Met Val His Lvs Pro Asn Asp 
25 30 

Tyr Thr Tyr Asn Ala Gly Leu Tyr 
45 

His Pro Ala Ala Lys Thr Gin Thr 
60 

Ser Asp Asn Gly Thr Asp Ala Phe 
7S 80 

Pro Pro His Val Pro Pro Pro Val 



• 



85 



BO 



Pro Pro Leu Arg Pro Arg Asp Arg Ser Ser Thr Glu Lys His Asp Trp 
100 ios no 

Asp Pro Pro Asp Arg Lys Val Asp Thr Arg Lys Phe Arg Ser Glu Pro 
US 120 125 

Arg Ser lie Phe Glu Tyr Glu Pro Gly Lys Ser Ser lie Leu Gin His 
130 135 140 

Glu Arg Pro Val Thr Lys Pro Gin Ala 
145 150 



<210> 3 

<211> 492 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

atgaaagcaa caacaccttt gcagacagtc gaccggcccaL aggactggta caagacgatg 60 

tttaagcaaa ttcacatggt gcacaagccg gatgatgaca cagacatgta taatactcct 120 

acacctcaca tgaaatatac atacaatgca ggtctgtaca acccacccta cagtgctcag 180 

tcacaccctg ctgcaaagac ccaaacctac agacctcttt ccaaaagcca ctccgacaac 240 

agccccaatg cctttaagga tgcgtcctcc ccagtgcctc ccccacatgt tccacctcca 300 

gtcccgccgc ttcgaccaag agatcggtct tcaacagaaa agcatgactg ggatcctcca 360 

gacagaaaag tggacacaag aaatttcggg tctgagccaa ggagtatttt tgaatacgag 42 0 

cctgggaagt catccatcct gcagcacgaa cgacccgtca cgaaaccgca agcagggcgc 48 0 
cgtgataagt cc ~ 492 



<210> 4 

<211=> 158 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> MOD_KBS 
<222> (158) 
<222> AMIDATION 

<400> 4 

Met Lys Ala Thr Thr Pro Leu Gin Thr Val Asp Arg Pro Lys Asp Trp 
1 5 io is 

Tyr Lys Thr Met Phe Lys Gin He His Met Val His Lys Pro Asp Asp 
20 25 30 

Asp Thr Asp Met Tyr Asn Thr Pro Thr Pro His Met Lys Tyr Thr Tyr 
35 40 45 

Asn Ala Gly Leu Tyr Asn Pro Pro Tyr Ser Ala Gin Ser His Pro Ala 
50 55 60 

Ala Lys Thr Gin Thr Tyr Arg Pro Leu Ser Lys Ser His Ser Asp Asn 
65 70 75 flo 

Ser Pro Asn Ala Phe Lys Asp Ala Ser Ser Pro Val Pro Pro Pro His 



85 90 95 

Val Pro Pro Pro Val Pro Pro Leu Arg Pro Arg Asp Arg Ser Ser Tar 
100 105 110 

Glu Lys His Asp Txp Asp Pro Pro Asp Arg Lys Val Asp Thr Arg Asn 
115 120 125 

Phe Gly Ser Glu Pro Arg Ser He Phe Glu Tyr Glu Pro Gly Lys Ser 
130 135 140 

Ser He Leu Gin His Glu Arg Pro Val Thr Lys Pro Gin Ala 
145 150 155 



<210> 5 

<211> 1794 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 5 

atgaaagcaa 

tttaagcaaa 

acacctcaca 

tcacaccctg 

agccccaatg 

gtcccgccgc 

gacagaaaag 

cctgggaagt 

agcttggaaa 

agtgaacctg 

cccggccggg 

tctccttcct 

tgcagttact 

agaaggcact 

caaatggccc 

atcaaatcac 

aaaaccaagt 

cccatgacgt 

tttaagcaaa 

ggaatatcta 

tttggtttag 

aaaacgcata 

tgggtagaat 

tggtagccgc 

cacaagcttg- 

gggaccccag 

gtggaactaa 

atggacttcc 

ctcatagtca 

caaaatgtat 



caacaccttt 
ttcacatggt 
tgaaatatac 
ctgcaaagac 
cctttaagga 
ttcgaccaag 
tggacacaag 
catccatcct 
gacccagcag 
cagtgggccc 
cagacctccc 
ctccctcgag 
cggggctcaa 
tggacgtccc 
ggcaaaatgc 
gaagctgtga 
cagaaagcat 
ggacttcccc 
tggatattcg 
taatgagtga 
tagatgatca 
acccccccct 
agaaccctat 
caactcagag 
aattcatgtt 
ggtgccaagt 
atgcaactaa 
cacatcaatt 
gtgtatgcag 
aacacaaggt 



gcagacagtc 
gcacaagccg 
atacaatgca 
ccaaacctac 
tgcgtcctcc 
agatcggtct 
aaatttcggg 
gcagcacgaa 
ctctgcaagc 
gcccaggggc 
aggatcaagt 
agcacaaggt 
tggctcgccc 
ccaggactct 
agagatctgg 
cgatctcctg 
gggttctctg 
ctacatcccg 
tggaatctct 
ggaatctatg 
ctgatttaaa 
taccctgsca 
gtctgaaagt 
ataggtcgtt 
taagcaaata 
gtagctcaga 
gtgatttctt 
ctgagtcact 
cagcatatac 
cacgaaaccg 



gaccggccca 
gatgatgaca 
ggtctgtaca 
agacctcttt 
ccagtgcctc 
tcaacagaaa 
tctgagccaa 
cgacccgtct 
atggcgggtg 
ttgggggatc 
tccaccttta 
ggggatgata 
tctagtgagt 
caaagggcca 
agtagcactg 
aatgatgact 
tratgtgacg 
gaagtgtgcg 
ggatggagga 
agaaagatgt 
tgtataacag 
tttagctttc 
atatgtgttg 
ctgttagatt 
aaaataatgt 
gtcaccattg 
aggctttccc 
ttcttcccac 
cctcatttgc 
caagcagggc 



aggactggta 
cagacatgta 
acccacccta 
ccaaaagcca 
ccccacatgt 
agcatgactg 
ggagtatttt 
accagtcttc 
actttagaaa 
acagttcaag 
ccacgtcttt 
gcaaaatgtg 
tagagtgctg 
tcactttcaa 
aagaggcggt 
gcggcagctt 
aaggctccaa 
ggaacagcag 
ccattttgga 
aaagtgtaag 
agtagatgcc 
aatatgcaca 
ggatttcatc 
ctcacaacaa 
gggagactgg 
gtgaatcgct 
cagtcattct 
ctggaatgat 
ctttgggtac 
gccgtgataa 



caagacgatg 
taatactcct 
cagtgctcag 
ctccgacaac 
tccacctcca 
ggatcctcca 
tgaatacgag 
catagacaga 
acggaggaag 
oaggaccagc 
cattagttct 
tccgcccctt 
cggcgettat 
gaacggctgg 
ttcccccaaa 
cccagaccct 
agagagcgac 
agaattcatg 
aagtgctaaa 
acgtaaattt 
ccccccctca 
eaatagtttg 
ccatatatgg 
aaatgtataa 
acagaggtca 
tcatctccat 
tagtgaaaat 
taccattttt 
atccctgagt 
gtcc 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 

1260 

1320. 

1380 

1440 

1500 

1560 

1620 

1680 

1740 

1794 



<210> 6 

<211> 21 

<212> J3NA 

<213> Homo sapiens 



<400> 6 



1 




• 



4 



cccgtcacga 



aaccgcaagc a 



21 



<210> 7 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

cacgaacgac ccgtcacgaa accgcaagca 30 



<210> 8 

<211> 120 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<4O0> 8 

cctccagaca gaaaagtgga cacaagaaat ttcgggtctg agccaaggag tatttttgaa 60 
tacgagcctg ggaagtcatc catcctgcag cacgaacgac ccgtcacgaa accgcaagca 120 



<210> 3 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> MOD^RES 
«;222=> (7)* 
<223> AMIDATION 

<400> 9 

Pro Val Thr Lys Pro Gin Ala 
1 5 



<210> 10 
<211> 10 
<212> PRT 

<223> Homo sapiens 
<220> 

<221> MOD_RE£ 
<222> (loT 
<223> AMIDATION 

<400> 10 

His Glu Arg Pro Val Thr Lys Pro Gin Ala 
1 5 10 



<210> 11 
<211> 40 
<212> PRT 

c213> Homo sapiens 



<220> 



<221:> MODJRES 
<222=> (40) - 
<223> AMIDATION 

<400> 11 

Pro Pro Asp Arg Lys Val Asp Thr Arg Asn Phe Gly Ser Glu Pro Arc 
1 5 10 * xs 

Ser lie Phe Glu Tyr Glu Pro Gly Lys Ser Ser lie Leu Gin His Glu 
20 25 30 

Arg Pro Val Thr Lys Pro Gin Ala 

35 40 



<210> 12 
<211> 17 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Artificial sequence description: primers 
used for the RT-PCRs 

<400> 12 

aargayacnt ayaarac 



<210> 13 
<211> 17 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Artificial sequence description: primers 
used for the RT-PCRs 

<400> 13 

cggccgaagg actggta 



<210> 14 
<2ll> 18 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Artificial sequence description: primers 
used for the RT-PCRs 

<400> 14 

acaagccgag atgatgac 



<210> IS 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



r 




6 




<220> 

<223> Artificial sequence description: primers 
used for the RT-PCRs 



<400> 15 

gtcttcaaca gaaaagcatg ac 



22 



<210> 16 
<211> 17 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Artificial sequence description: primers 
used for the RT-PCRs 

<400> 16 

ggncgytcrt gytgyag 17 



<210> 17 
<211> 17 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Artificial sequence description: primers 
used ' for the RT-PCRs 



<210> 18 
<211> 17 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 

<220> 

<223> Artificial sequence description: primers 
used " for the RT-PCRs 

<400> 18 

tggatgactt cccaggc 17 



<210> 15 
<211> 48 
<212> JDNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Artificial sequence description: primers 
used ' for the RT-PCRs 



<400> 17 

ggatcccagt catgctt 



17 



<400> 19 

gggtcgttcg tgctgcagga tggatgactt cccaggc teg tattcaaa 



48 



<210> 20 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Artificial sequence description: primers 
usea for the RT~-PCRs 

<400> 20 

tgcttgcggt ttcgtgacgg g 
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ACIDES NUCLEIQUES CODANT POUR DES PEPTIDES POSSEDANT L'ACTIVITE 

BIOLOGiQUE DE LA SORBINE. 



La presente invention concerne les acides nucleiques codant 
5 pour des peptides possedant I'activite biologique de la sorbine, les peptides 
ainsi codes et leurs applications therapeutiques. 



La sorbine est connue comme etant un peptide de 153 acides 
amines et de 17500 Da, isole et purifie a partir de I'intestin grele de pore 

10 (Vagne-Descroix et al, Eur. J. Biochem, 1991, 201: 53-59, et demande de 
brevet WO89/06241). Une des activites biologiques connues de cette molecule 
consiste en une augmentation de ^absorption d'eau et d' Electrolytes (comme 
les ions chlorures et sodium) au niveau de I'intestin et de la vesicule biliaire 
(Charpin et al, Gastroenterology, 1992, 103: 1568-1573). Par ses proprietes 

15 sur I'absorption, la sorbine peut etre utilisee de maniere avantageuse en 
therapeutique, notamment dans le traitement des diarchies, des 
malabsorptions chroniques ou de certains troubles 61ectrolytiques. 

Afin de produire a grande echelle de la sorbine active, le clonage 
de la sequence nucleotidique codant pour ce peptide etait indispensable. Or, 

20 jusqu'a present, ce clonage n'avait pu aboutir, en raison de difficultes 
particulieres liees a la structure du peptide et a sa faible expression. 

En effet, le site actif de la sorbine est situe dans la partie C- 
terminale de la sequence, qui est une region insensible a Taction de la trypsine 
et de la chymotrypsine et a Toxydation. La sequence proteique de la sorbine 

25 telle que determinee par sequengage automatique aprds purification, contient 
de nombreux acides amines codes par des codons degeneres avec seulement 
4 methionines. Le clonage d'une sequence codante a partir de la sequence 
d'acides amines correspondante connue necessite le choix d'amorces 
oligonucleotidiques pour la technique de reaction en chaTne par la polymerase 

30 (PGR). Le degre de degenerescence des amorces etant exceptionnellement 
eleve dans le cas du clonage de la sorbine, le nombre theorique de sequences 
susceptibles d'etre obtenues a partir de ces amorces etait de Tordre de 6.10 24 . 
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En outre les auteurs de la presente invention ont dO faire face au 
probleme de la faible expression de la sorbine dans les tissus normaux, due au 
tres petit nombre de cellules endocrines et a la rarete des ARNm. 

5 Les auteurs de Tinvention sont a present parvenus a doner le 

gene de la sorbine, notamment chez le pore et I'homme. 

La presente invention a done pour objet un acide nucleique 
codant pour un peptide possedant I'activite biologique de la sorbine, ledit acide 
nucleique comprenant la sequence nucleotidique choisie parmi : 

10 a) la sequence SEQ ID n° 1 ; 

b) la sequence SEQ ID n° 3 ; 

c) une sequence nucleotidique homologue de la sequence SEQ 
ID n° 1 ou n° 3 ; et 

d) au moins un fragment nucleotidique desdites sequences a), b) 

15 ou c). 

La sequence SEQ ID n°1 represente la sequence d'ADNc codant 
pour la sorbine porcine. 

La sequence SEQ ID n°3 represente la sequence d'ADNc codant 
20 pour la sorbine humaine, obtenue a partir d'ARN de gros intestin normal par 
RT-PCR. 

La presente invention a egalement pour objet un acide nucleique 
comprenant la sequence SEQ ID n° 5. Cette sequence represente une 
sequence d'ADNc obtenue a partir d'ARN d'une tumeur intestinale par RT- 

25 PCR. Elle est cependant egalement presente dans le tissu humain normal. On 
parlera preferentiellement de forme courte pour la sequence d'ADNc SEQ ID 
n° 3 et de forme longue pour la sequence d'ADNc SEQ ID n° 5. Un long 
fragment inconnu est insere dans la forme longue en amont du site d'amidation 
et des six derniers acides amines de la region C-terminale. Les homologues et 

30 les fragments de cette forme longue sont egalement compris dans la presente 
invention. 

Par "sequence nucleotidique homologue", on entend toute 
sequence nucleotidique qui differe de la sequence SEQ ID n°1, SEQ ID n° 3 
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ou SEQ ID n° 5 par substitution, deletion, et/ou insertion d'un nucleotide ou 
d'un nombre reduit de nucleotides, a des positions telles que ces sequences 
nucleotidiques homologues codent pour des polypeptides homologues tels que 
defmis ci-apres. 

5 De preference, une telle sequence nucleotidique homologue est 

identique a au moins 75 % des sequences SEQ ID n° 1, n° 3 ou n° 5, de 
preference au moins 85 %, de preference encore au moins 95 %. 

De maniere preferentielle, une telle sequence nucleotidique 
homologue hybride specifiquement aux sequences complementaires des 

10 sequences SEQ ID n° 1, n° 3 ou n° 5, dans des conditions stringentes. Les 
parametres definissant les conditions de stringence dependent de ia 
temperature a laquelle 50% des brins apparies se separent (Tm). 

Pour les sequences comprenant plus de 30 bases, Tm est definie 
par la relation : Tm=81 ,5+0,41 (%G+C)+16,6Log(concentration en cations) - 

15 0,63(%formamide) -(600/nombre de bases) (Sambrook et al, Molecular 
Cloning, A laboratory manual, Cold Spring Harbor laboratory Press, 1989, 
pages 9.54-9.62). 

Pour les sequences de longueur inferieure a 30 bases, Tm est 
definie par la relation : Tm= 4(G+C) + 2 (A+T). 

20 Dans des conditions de stringence appropriees, auxquelles les 

sequences aspecifiques n'hybrident pas, la temperature d' hybridation est 
approximativement de 5 a 30°C, de preference de 5 a 10°C en dessous de 
Tm, et les tampons d' hybridation utilises sont de preference des solutions de 
force ionique elevee telle qu'une solution 6xSSC par exemple. 

25 Par <c fragment nucleotidique », on entend tout fragment des 

sequences SEQ ID n° 1, SEQ ID n° 3 ou SEQ ID n° 5 ou des sequences 
nucleotidiques homologues de ces dernieres, qui code pour un peptide 
possedant I'activite biologique de la sorbine. 

Par "activite biologique de la sorbine", on se refere notamment a 

30 Tactivite connue et mesurable de la sorbine sur Tabsorption de I'eau et des 
Electrolytes. L'activite de la sorbine peut etre notamment mesuree par la 
diminution de poids d'une vesicule biliaire isolee, remplie de solution de Krebs 
(Data for Biochemical Research, Dawson RWC, Eliott D, Eliott WH, Jones KM., 
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Oxford at Clarendon Press, (1959)) et plongee dans cette solution nutritive de 
Krebs, la diminution du poids traduisant une absorption du contenu hydrique 
de la vesicule biliaire. Cette diminution de poids est accentuee pour les 
vesicules traitees par rapport aux temoins. 

5 L'activite de la sorbine peut etre mesuree egalement par la 

disparition des electrolytes, notamment des ions Na + et CI' a partir d'une anse 
intestinale ligaturee in situ chez un rat anesthesie, remplie avec une solution 
de concentration connue. La disparition des ions apres un temps donne traduit 
l'absorption de ces ions de la lumiere intestinale vers le milieu interieur. 

10 Une activite antisecretoire de la sorbine peut etre egalement 

mesuree avec le modele ci-dessous au cours de la stimulation de la secretion 
intestinale par le peptide vasoactif intestinal ou par la toxine cholerique. La 
sorbine provoque en effet une diminution des secretions d'eau, des ions Na* et 
CI' dans ce modele (Marquet et al, 1994 ; Grishina et al, 1995 ; Marquet et al, 

15 1998). 

L'activite biologique de la sorbine etant portee par la forme 
amidee, les fragments nucleotidiques d'interet sont done avantageusement les 
fragments comprenant les codons correspondant au site d'amidation Gly-Arg- 
Arg. 

20 Parmi les fragments d'interet, on peut citer notamment les 

fragments nucleotidiques comprenant les sequences SEQ ID n° 6 a 8, codant 
pour les peptides amides de sequences d'acides amines SEQ ID n° 9 a 11 
respectivement. 

Les differentes sequences nucleotidiques de I'invention peuvent 
25 etre d'origine artificielle ou non. II peut s'agir de sequences d'ADN ou d'ARN, 
obtenues par criblage de banques de sequences au moyen de sondes 
elaborees sur la base de la sequence SEQ ID n° 1, n° 3 ou n° 5. De telles 
banques peuvent etre preparees par des techniques classiques de biologie 
moleculaire, connues de Thomme de Part. 
30 Les sequences nucleotidiques selon I'invention peuvent 

egalement etre preparees par synthese chimique, ou encore par des methodes 
mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique de sequences 
obtenues par criblage des banques. 
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Les sequences nucleotidiques de I'invention permettent la 
realisation de sondes nucleotidiques, hybridant specifiquement avec une 
sequence SEQ ID n° 1, n° 3 ou n° 5 selon I'invention. Les conditions 
d' hybridation appropriees correspondent aux conditions de temperature et de 

5 force ionique usuellement utilisees par I'homme du metier, de preference dans 
des conditions stringentes telles que definies precedemment. De telles sondes 
font egalement partie de I'invention. Elles peuvent etre utilisees comme outil de 
diagnostic in vitro pour la detection, par des experiences d'hybridation, 
notamment d'hybridation "in sitW\ de transcrits specifiques des polypeptides de 

10 I'invention dans des echantillons biologiques ou pour la mise en evidence de 
syntheses aberrantes ou d'anomalies genetiques resultant d'un 
polymorphisme, de mutations ou d'un mauvais epissage. 

Les sondes de I'invention comportent au minimum 10 
nucleotides, et de preference au moins 14 nucleotides, preferentieliement au 

15 moins 20 nucleotides, preferentieliement encore au moins 50 nucleotides, et 
au maximum comportent la totalite de la sequence nucleotidique SEQ ID n° 1, 
n° 3 ou n° 5 ou de leur brins complementaires. 

Preferentieliement, les sondes de I'invention sont marquees, 
prealablement a leur utilisation. Pour cela, plusieurs techniques sont a la 

20 portee de I'homme du metier comme par exemple le marquage fluorescent, 
radioactif, chimioluminescent ou enzymatique. 

Les methodes de diagnostic in vitro dans lesquelles ces sondes 
nucleotidiques sont mises en oeuvre pour la detection de syntheses 
aberrantes ou d'anomalies genetiques, telles que la perte d'heterozygotie et le 

25 rearrangement genique, au niveau des sequences nucleiques codant pour un 
peptide de I'invention, sont incluses dans la presente invention. 

L'invention a aussi pour objet un procede de detection de 
I'expression de la sorbine dans un echantillon cellulaire ou tissulaire, 
comprenant les etapes consistant a : 
30 - preparer I'ARN dudit echantillon ; 

- mettre en contact ledit ARN obtenu avec une sonde ayant une 
sequence nucleotidique capable de s'hybrider specifiquement avec un acide 
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10 



nucleique codant pour un peptide possedant I'activite biologique de la sorbine, 

tel que defini precedemment ; 

- detecter la presence d'ARNm hybridant avec cette sonde, 
indicatrice de ('expression d'un peptide possedant I'activite biologique de la 

sorbine dans I'echantillon. 

L'invention a aussi pour objet un procede de detection de 
I'expression de la sorbine dans des cellules ou un tissu par hybridation in situ, 
comprenant les etapes consistant a: 

- mettre en contact lesdites cellules ou ledit tissu avec une sonde 
ayant une sequence nucleotidique capable de s'hybrider specifiquement avec 
un acide nucleique codant pour un peptide possedant I'activite biologique de la 
sorbine, tel que defini precedemment ; 

- detecter la presence d'ARNm hybridant avec cette sonde, 
indicatrice de I'expression du peptide possedant I'activite biologique de la 

15 sorbine. 

Les sondes d'ADNc de l'invention sont en outre 
avantageusement utiiisables pour la detection d'anomalies chromosomiques. 

Les sequences nucleotidiques de l'invention sont egalement 
utiles pour la fabrication et I'utilisation d'amorces oligonucleotidiques sens 
et/ou antisens pour des reactions de sequencage ou d' amplification specifique 
selon la technique dite de PCR (reaction en chatne par la polymerase) ou toute 

autre variante de celle-ci. 

Les sequences nucleotidiques selon l'invention ont par ailleurs 
des utilisations dans le domaine therapeutique, pour la realisation de 
sequences antisens, capables de s'hybrider specifiquement avec une 
sequence d'acide nucleique, y compris un ARN messager, utiiisables en 
therapie genique. L'invention a ainsi pour objet des sequences antisens 
capables d'inhiber, au moins partiellement, la production de sorbine, telle que 
definie precedemment. De telles sequences sont avantageusement 
constituees par celles qui constituent le cadre de lecture codant pour la sorbine 



20 



25 



30 



au niveau du transcrit. 
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Parmi les amorces ou sondes oligonucleotidiques d'interet, on 
peut notamment citer les oligonucleotides comprenant les sequences SEQ ID 
n° 12 a SEQ ID n° 20 ou leurs sequences complementaires. 

Les sequences nucleotidiques selon Pinvention peuvent en outre 
5 etre utilisees pour transformer des cellules cibles et leur faire exprimer un 
peptide possedant I'activite biologique de la sorbine. 

Uinvention a done egalement pour objet une composition 
pharmaceutique comprenant un acide nucleique selon Pinvention codant pour 
un peptide possedant Pactivite biologique de la sorbine, en association avec un 
10 vehicule pharmaceutiquement acceptable, ladite composition etant destin§e a 
etre utilisee en therapie genique. L'acide nucleique d'interet, de preference 
insere dans un vecteur, peut etre administre sous forme nue ou en association 
avec au moins un agent facilitant la transfection dudit acide nucleique. 

A partir des sequences d'ADNc donees, les auteurs de la 
is presente invention ont pu en deduire la sequence d'acides amines des 
peptides codes par ces sequences d'ADNc. 

La sequence SEQ ID n°2 est la sequence d'acides amines de la 
sorbine porcine. 

La sequence SEQ ID n°4 est la sequence d'acides amines de la 
20 sorbine humaine de forme courte, codee par la sequence nucleotidique SEQ 
ID n° 3 obtenue a partir d'ARN de gros intestin normal par RT-PCR. 

Les auteurs de la presente invention ont compare la sequence 
proteique de la sorbine porcine traduite a partir de TADNc (SEQ ID n°2) avec 
la sequence de la sorbine obtenue par sequen$age proteique (WO 89/06241). 
25 II s'est averee que la sequence de la sorbine disponible jusqu'a presente, 
obtenue par sequengage proteique (automatique ou manuel), contenait des 
erreurs. Les corrections sont les suivantes : remplacement W16T et 
remplacements D35K et W1 12R. 

La presente invention a done pour objet un peptide recombinant 
30 possedant I'activite biologique de la sorbine et comprenant la sequence 
d'acides amines choisie parmi les sequences SEQ ID n° 2, SEQ ID n° 4 et 
SEQ ID n° 11. 
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Sont egalement compris dans I' invention ies peptides 
homologues des peptides de sequence SEQ ID n°2 ou n°4. 

Par « peptide homologue », on entend tout peptide ayant une 
sequence d'acides amines qui differe des sequences SEQ ID n°2 ou n°4 par 
substitution, deletion et/ou insertion d'un acide amine ou d'un nombre reduit 
d'acides amines, a des positions telles que ces modifications ne portent pas 
significativement atteinte a I'activite biologique de la sorbine. Est exclu de cette 
definition des peptides homologues, le peptide ayant la sequence obtenue par 
sequencage automatique tel que represents figure 1 . 

Lesdites substitutions sont de preference des substitutions 
conservatives, c'est-a-dire des substitutions d'acides amines de meme classe, 
tels que des substitutions d'acides amines aux chatnes laterales non chargees 
(tels que I'asparagine, la glutamine, la serine, la threonine, et la tyrosine), 
d'acides amines aux chatnes laterales basiques (tels que la lysine, I'arginine. 
et I'histidine), d'acides amines aux chaTnes laterales acides (tels que I'acide 
aspartique et I'acide glutamique) ; d'acides amines aux chaTnes laterales 
apolaires (tels que la glycine, I'alanine, la valine, la leucine, I'isoleucine, la 
proline, la phenylalanine, la methionine, ie tryptophane, et la cysteine). 

De preference, une telle sequence d'acides amines homologue 
est identique a au moins 85 %, de preference au moins 95 % des sequences 

SEQ ID n° 2 ou n°4. 

L'homologie est generalement determinee en utilisant un logiciel 
d' analyse de sequence (par exemple, Sequence Analysis Software Package of 
the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 
1710 University Avenue, Madison, Wl 53705). Des sequences d'acides amines 
similaires sont alignees pour obtenir le maximum de degre d'homologie (i.e. 
identite). A cette fin, il peut etre necessaire d' introduce de maniere artificielle 
des espaces (« gaps ») dans la sequence. Une fois I'alignement optimal 
realise, le degre d'homologie (i.e. identite) est etabli par enregistrement de 
toutes Ies positions pour lesquelles Ies acides amines des deux sequences 
comparees sont identiques, par rapport au nombre total de positions. 
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Les sequences nucleotidiques selon T invention peuvent par 
atiieurs etre utilisees pour la production de polypeptides recombinants 
possedant Pactivite biologique de la sorbine tels que precedemment definis. 

Ces polypeptides peuvent etre produits a partir des sequences 
5 nucleotidiques definies ci-dessus, selon des techniques de production de 
produits recombinants connues de I'homme du metier. 

Selon un mode de realisation de Pinvention, la sequence 
nucleotidique peut etre inseree dans un vecteur d' expression, dans lequel elle 
10 est liee de maniere operante a des elements permettant la regulation de son 
expression, tels que notamment des promoteurs et/ou terminateurs de 
transcription. 

Les signaux controlant I'expression des sequences 
is nucleotidiques (promoteurs, activateurs, sequences de terminaison...) sont 
choisis en fonction de Phote cellulaire utilise. A cet effet, les sequences 
nucleotidiques selon Pinvention peuvent etre inserees dans des vecteurs a 
replication autonome au sein de Phote choisi, ou des vecteurs integratifs de 
Phote choisi. De tels vecteurs seront prepares selon les methodes couramment 
20 utilisees par Phomme du metier, et les clones en resultant peuvent etre 
introduits dans un h6te approprie par des methodes standard, telles que par 
exemple Pelectroporation ou la precipitation au phosphate de calcium. 

Les vecteurs de clonage et/ou depression tels que decrits ci- 
dessus, contenant une des sequences nucleotidiques definies selon Pinvention 
25 font egalement partie de la presente invention. On peut utiliser notamment le 
vecteur Blue Script SKII (Stratagene) et le vecteur Xgt 1 1 (Stratagene). 

L'invention vise en outre les cellules hotes transferees, de 
maniere transitoire ou stable, par ces vecteurs d'expression. Ces cellules 
30 peuvent etre obtenues par Pintroduction dans des cellules hdtes, procaryotes 
ou eucaryotes, d'une sequence nucleotidique inseree dans un vecteur tel que 
defini ci-dessus, puis la mise en culture desdites cellules dans des conditions 
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permettant la replication et/ou I'expression de la sequence nucleotidique 
transfectee. 

Les cellules hotes selon Pinvention sont utilisables dans un 
procede de production de peptide recombinant possedant Pactivite biologique 
5 de la sorbine, ledit procede comprenant les etapes consistant a : 

i) inserer une sequence nucleotidique telle que definie 
precedemment dans un vecteur d'expression, ladite sequence nucleotidique 
etant liee de maniere operante avec des elements permettant la regulation de 
son expression ; 

10 ii) transformer une cellule hote avec le vecteur ainsi obtenu ; 

iii) cultiver ladite cellule hote dans des conditions permettant 
I'expression de ladite sequence nucleotidique ; 

iv) recueillir le peptide recombinant exprime ; 

v) eventuellement purifier ledii peptide ; 

15 vi) eventuellement proceder a une amidation du peptide produit 

(dans le cas ou la cellule hote est une cellule procaryote). 

L'etude des proprietes biologiques de la sorbine a mis en 
evidence son effet avantageux sur Pabsorption de Peau, des electrolytes et des 
20 nutriments par les muqueuses, en particulier les muqueuses digestives. 

Les auteurs de Pinvention ont montre que la sequence active de 
ce peptide est specifique de certains tissus, le duodenum, le jejunum chez le 
pore, s'etendant a Pileon et au colon chez Phomme ainsi qu'a certaines regions 
du systeme nerveux central et peripherique. 
25 La presence de la sorbine dans des tissus divers attribue a ce 

peptide et a ses fragments, un role dans le transport cellulaire des electrolytes, 
et en particulier du chlore a tous les niveaux et en particulier du tractus digestif 
et du systeme nerveux central. Au niveau du systeme nerveux central, il 
intervient dans les troubles du comportement lies en particulier a un 
30 d6sequilibre ionique. 

Ces proprietes avantageuses s'accompagnent d'une grande 

innocuite. 
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L'invention vise done des compositions pharmaceutiques 
comprenant une quantite efficace d'au moins un peptide possedant I'activite 
biologique de la sorbine tel que defini precedemment, en association avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Une composition pharmaceutique selon l'invention peut etre 
notamment administree par voie orale, parenterale, intraveineuse, 
intramusculaire, sous-cutanee, percutanee ou par administration intra-nasale. 

La preparation des compositions pharmaceutiques qui 
contiennent des principes actifs dissous ou disperses dans ces dernieres, est 
bien connue de Phomme du metier. Generalement, ces compositions sont 
preparees sous la forme de solutions ou de suspensions injectables. 
Cependant, elles peuvent aussi etre sous des formes solides appropriees pour 
preparer des solutions, ou des suspensions extemporanement. Les 
preparations peuvent aussi etre emulsifiees. 

Les modes d' administration, les posologies et les formes 
galeniques des compositions pharmaceutiques selon r invention peuvent etre 
determines de maniere usuelle par I'homme du metier, notamment selon les 
criteres generalement pris en compte pour I'etabiissement d'un traitement 
therapeutique adapte a un patient, comme par exemple Page ou le poids 
corporel du patient, la gravite de son etat general, la tolerance au traitement, et 
les effets secondaires constates, etc. 

Les compositions pharmaceutiques de Pinvention comprenant un 
peptide poss6dant I'activite biologique de la sorbine, ainsi que les compositions 
pharmaceutiques comprenant un acide nucleique codant pour un tel peptide, 
sont particulierement utiles dans : 

le traitement des diarrhees infectieuses et des toxicoses 
aigues du nourrisson par Peffet benefique d'une augmentation de I'absorption 
de Teau et des electrolytes, 

le traitement adjuvant de la r6animation parenterale lors de 
la reinduction de Talimentation enterale, au cours de maladies infectieuses, 
d'interventions chirurgicales, en particulier sur la sphere digestive, 
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le traitement de certaines malabsorptions chroniques par 
augmentation de I'absorption des glucides et des aminoacides liee a 
I'augmentation de I'absorption de I'eau et des electrolyses, 

le traitement de certains troubles electrolytiques et 
5 notamment ceux de la mucoviscidose, caracterises par un trouble de la 
reabsorption des electrolytes au niveau des glandes sudoripares, salivaires, 
bronchiques, de Pintestin et du pancreas, 

le traitement des obesites et des surcharges hydriques par 
les derives substitues des polypeptides et peptides de I'invention qui 
10 suppriment ('absorption de I'eau, des electrolytes et des nutriments. 

La presence de sorbine dans les fibres nerveuses pourrait 
permettre de qualifier la sorbine de peptide neurocrine. La co-localisation de la 
sorbine avec des hormones et des neurotransmetteurs comme la serotonine 
corrobore Thypothese d'un facteur peptidique neurocrine. 
15 La sequence totale de la sorbine est de 153 acides amines (459 

nucleotides ), representant une faible partie du transcrit codant estime entre 
6,5 et 8 Kb, en Northern Blot. Cette difference de taille permet de supposer 
que la sorbine fait partie d'un complexe proteique de type pre-pro-proteines. 
Un tel complexe existe dans la majorite des systemes endocriniens, et en 
20 particulier pour le « Vasoactive Intestinal Peptide », VIP. 

On pourrait aussi lui attribuer un effet intracrine. En effet, la 
sequence interne non impliquee dans T effet physiologique principal de la 
sorbine est riche en prolines et arginines. La presence des regions fortement 
riches en ces deux acides amines est connue actuellement par son implication 
25 dans la fixation sur les domaines SH3 des tyrosines kinases. Dans ce cas la 
sequence interne de la sorbine pourrait servir d'adaptateur pour rapprocher la 
region active C-terminale de son site de fixation ou d 1 action. 

Ces adaptateurs sont actuellement fortement recherches pour 
completer les m6canismes de transduction des signaux entre les sites de 
30 fixation et leurs effecteurs. 

Le fait d'utiliser la region C-terminale seule (7 a 10 acides amines 
C-terminaux) pourrait court-circuiter tout le m6canisme de transduction du 
signal en agissant directement sur les pompes couptees a un recepteur. 
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L'invention a egalement pour objet un anticorps monoclonal ou 
polyclonal dirige specifiquement contre la sorbine humaine, ou un fragment 
dudit anticorps capable de se lier specifiquement a la sorbine humaine. 

De maniere preferentielle, ies anticorps selon l'invention sont 
sp6cifiques de I'extremite N-terminale et en particulier de la portion des acides 
amines 40 a 45 de cette extremite N-terminale de la sorbine humaine. 

Des anticorps polyclonaux peuvent etre obtenus a partir du 
serum d'un animal immunise contre la sorbine humaine selon l'invention selon 
Ies modes operatoires usuels. 

Les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus selon la 
methode classique de culture d'hybridomes decrite par Kohler et Milstein 
(Nature, (1975), vol. 256, pp. 495-497). 

Les anticorps ou fragments d'anticorps de l'invention sont par 
exemple des anticorps chimeriques, des anticorps humanises, des fragments 
Fab et F(ab*)2. Us peuvent egalement se presenter sous forme 
d'immunoconjugues ou d'anticorps marques. Par exemple, ils peuvent etre 
associes a une toxine, telle la toxine diphterique ou a un produit radioactif. 

Les anticorps ainsi produits peuvent etre notamment utilises pour 
detecter et/ou doser la sorbine humaine dans tout echantillon biologique 

susceptible d'en contenir. 

L'invention a done egalement pour objet un procede de detection 
et/ou de dosage immunologique de la sorbine humaine dans un echantillon 

biologique dans lequel : 

i) on met en contact ledit echantillon biologique avec un anticorps 

tel que defini precedemment, marque de maniere detectable ; 

ii) on observe la formation d'un complexe anticorps-sorbine 
humaine, indicateur de la presence de sorbine humaine dans ledit echantillon. 

Les anticorps de l'invention peuvent done etre avantageusement 
mis en ceuvre dans toute situation oil I'expression de la sorbine humaine doit 
etre observee. 
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Les figures et exemples ci-dessous illustrent I'invention sans en 
limiter ia portee. 



5 LEGENDES PES FIGURES 

- La figure 1 represente une comparaison entre la sequence 
proteique de la sorbine porcine traduite a partir de TADNc (haut) et la 
sequence de la sorbine obtenue par sequengage proteique (bas). Le degre 

10 d'homologie est presente entre les deux sequences (milieu). Les modifications 
apportees sont : (W16T), (D35K), (W1 12R). 

- La figure 2 represente une comparaison entre les sequences 
nucleotidiques de la sorbine porcine (haut) et humaine (forme courte, en bas). 
Les differentes variations de sequences ont ete confirmees par sequengage 

is sur plusieurs clones issus de differents tissus du tube digestif humain. 

- La figure 3 represente une comparaison des sequences 
proteiques de la sorbine humaine (haut) et porcine (bas) traduite a partir de 
I'ADNc. 

- La figure 4 represente des coupes de tumeur carcinoide de 
20 Tintestin grele exprimant a la fois la proteine et les transcrits de la sorbine : 

a) Revelation des cellules immunoreactives a I'anticorps Ac 93- 
128 YC-17T5. Revelation a la diamino benzidine. Les cellules positives sont 
localisees dans la couche p6riph6rique du nodule tumoral. 

b) Hybridation in situ utilisant la sonde G C4-C3 antisens, ayant la 
25 sequence nucleotidique 316-459 de la sorbine porcine (nucleotides 316 a 459 

de SEQ ID n° 1). Sonde marquee a la digoxigenine. Revelation streptavidine- 
biotine, chromogene AEC. Les sites d'hybridation sont nombreux et ils sont 
observes dans des cellules qui contiennent de la sorbine. 

- La figure 5 represente des coupes de jejunum humain normal. 
30 a) Hybridation in situ utilisant la sonde G (C4-C3 antisens). Sonde 

marquee a la digoxigenine. Revelation streptavidine-biotine, chromogene AEC. 
Certaines cellules des cryptes hybrident avec la sonde de ia sorbine. Trois 
cellules marquees sont indiquees par trois fleches. 
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b) Revelation des cellules immunoreactives a I'anticorps Ac 93- 
128 YC-17.T5. Revelation a la diamino benzidine des coupes adjacentes a 
celles utilisees pour I'hybridation in situ. Une des cellules qui hybride est 
revelee par I'anticorps. 

c) Hybridation in situ utilisant la sonde G (sens) comme temoin 
negatif. Sonde marquee a la digoxigenine. 



EXEMPLES 

10 

EXEMPLE 1 : 

Clonage du gene de la sorbine porcine 

MATERIELS ET METHODES 

15 

Extraction des ARN totaux 

L'isolement des ARN totaux est realise par la technique au 
guanidium thiocyanate (Chomczynski et al.1987) qui utilise des agents 
chaotropiques detruisant toutes les structures cellulaires et liberant les ARN 
20 nucleates et cytoplasmiques, I'ADN et les proteines sont denatures. Une 
etape de purification est necessaire, soit par ultracentrifugation, soit par 
extraction au phenol-chloroforme. 

Les ARN totaux sont extraits a partir de tissus sees congeles. Le 
tissu (1 gramme) sec congele est broye jusqu'a homogeneisation a I'aide d'un 
25 appareil Ultraturax en presence de 7,5 ml de solution de lyse. 

Les homogenats sont deposes sur des coussins de chlorure de 
cesium (CsCI 5,7 M et 2,4 M) et ultra-centrifuges pendant 16 heures a 30.1 0 3 
rpm., a 20°C dans le rotor Beckman SW41. 

Le culot translucide (contenant les ARN totaux) est repris dans 
30 1ml d'eau distillee sterile, puis precipite avec 2,5 volume d'ethanol absolu. Le 
culot d'ARN est traite au DEPC 0,1% (diethyl pyrocarbonate) a la 
concentration d' environ 2 ug.ul" 1 . 
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Apres calcul de la concentration des ARN, on realise un controle 
qualitatif de I'extraction des ARN totaux par eiectrophorese sur un grand gel 
d* agarose a 1% dans un tampon denaturant de la maniere suivante: 5 a 10 ug 
d'ARN totaux sont denatures a 65°C pendant 5 minutes dans une solution 
5 contenant des agents denaturants et du tampon MOPS (SIGMA). 
L'electrophorese des ARN denatures est effectuee sur un grand gel horizontal 
d'agarose a 1% (contenant 6% de formaldehyde) dans du tampon MOPS, 
sous une tension de 45 volts, a temperature du laboratoire pendant une nuit 
(Lehrach et al., 1977). 

10 

Technique de RT-PCR. 

Devant la rarete des ARN messager de la sorbine et les difficultes 
pour les obtenir en quantites importantes, la technique d' amplification a ete 
ators developpee. Cependant, I'ARN ne pouvant pas lui-meme servir de 

15 matrice pour la PCR, une etape de transcription inverse en ADN 
complementaire a ete necessaire. 

Le choix des amorces a ete base sur la presence des acides 
amines les moins degeneres de la sequence proteique de la sorbine, a I'aide 
d'un logiciel (OLIGO). Les sequences retenues sont 

20 SRB 1 (5* )(AARG AYACNTAYAARAC) (acides amines 14 a 19) et SRB 2 (3') 
(GGNCGYTCRTGYTGYAG)(acides amines 142 a 147) car elles sont 
faiblement degenerees et donnent une bande unique en PCR et RT-PCR : 
D'autres amorces non degenerees ont ete utilisees par la suite ( tableau I). 
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Tableau I : Tableau contenant les amorces principales utilisees 
dans les RT-PCR. 



SEQID 


Designation 


Sequence 


Orientation 


Position 




SRB1 


AARGAYACNTAYAARAC 


sens 


42-57 


13 


57 


CGGCCGAAGGACTGGTA 


sens 


34-50 


14 


S2 


ACAAGCCGAGATGATGAC 


sens 


83-99 


15 


S22 


GTCTTCAACAGAAAAGCATGAC 


sens 




16 


SRB2 


GGNCGYTCRTGYTGYAG 


an ti sens 


441-426 


17 


S4 


GGATCCCAGTCATGCTT 


antisens 


341-325 


18 


S3 


TGGATGACTTCCCAGGC 


antisens 


421-405 


19 


S48 


GGGTCGTTCGTGCTGCAGGATGGATGA 
CTTCCCAGGCTCGTATTCAAA 


antisens 


441-394 


20 


CI 


TGCTTGCGGTTTCGTGACGGG 


antisens 


459-439 



5 



Transcription inverse. 

La quantite minimale d'ARN total necessaire est de 1 ug.ml' 1 . 
On prepare deux tubes Eppendorf de 1ml dont I'un contient 
I'amorce anti-sens (SRB 2) et I'autre Tamorce sens ( SRB 1). On introduit dans 

10 chaque tube : 

- 50 ng d'ARN total purifie, 

- 2 pi ( 1/10 du volume total reactionnel) de tampon RT, 

- 4 pi de dNTP (deoxyribonucleotides triphosphates), 
- 1 pi d'amorce (50 pmol.pl" 1 ), 

15 - eau distillee sterile,(qsp 18,5.pl). 

L'ARN total est denature par chauffage des tubes 6 min. au bain- 
marie 70°C, puis mis directement dans la glace. Apres centrifugation 1 min. a 
13.10 3 trs.min.- 1 , on ajoute dans chacun des tubes 0,5 pi de Rnasin et 1pl de 
transcriptase inverse MMLV. Le volume total de la reaction est complete a 20 

20 pi et incube 1 heure a 42°C. 



WO 01/05966 




PCT/FR00/02076 



PCR 

Apres la transcription inverse, dans chaque tube on ajoute: 

- 8 pi de tampon PCR, 
-4 pi dedNTP, 

5 - 1 pi (50 pmol) de la seconde amorce, 

- 0,5 pi de Taq polymerase, 

- eau distillee sterile qsp 100 pi. 

puis on ajoute deux gouttes d'huile minerale dans les tubes (pour 
eviter ('evaporation au cours de la reaction de PCR) et on introduit ceux-ci 
10 dans le thermocycleur qui est programme pour 35 cycles avec : 

- programme 1 : => denaturation de 10 min. a 95°C, 

denaturation de 1 min., 

- programme 2 : => hybridation de 1 min. a 42°C, 

elongation de 1 min. a 72°C, 
15 - programme 3 : => elongation de 10 min. a 72°C, 

- programme 4 : => conservation a 4°C. 

Controle de la RT-PCR par electrophorese sur ge! d'agarose 

20 a 2%. 

On ajoute dans chaque tube 100 pi de chloroforme et on agite 
avec un Vortex pour emulsionner et eliminer I'huile min6rale. On centrifuge 2 
min. a 13.10 3 trs.min* 1 , on recupere I'ADNc de chaque tube et on controle 
Pamplification sur un gel d'agarose a 2 %, avec un temps de migration de 20 
25 min, a 100 volts et on observe le gel sous une lampe a rayon ultra violet a 254 
nm. 

Technique de sous-clonage. 

La technique de sous-clonage a permis d'isoler et d* amplifier un 
30 fragment d'ADN en tres grande quantite de maniere monoclonale. Trois 6tapes 
principales ont ete utilisees : 

- isolement de I'ADN a inserer, 

- recombinaison in vitro avec un vecteur, 
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- introduction du vecteur recombine dans une cellule note 

competente. 

Preparation du vecteur de clonage. 

5 Le vecteur de clonage utilise est le plasmide Bluescript II SK +/- 

(Stratagene). La technique de preparation du vecteur comprend plusieurs 
etapes : 

* etape 1 : heterodigestion par les enzymes de restriction Eco Rl et Hind III en 

vue de lineariser le vecteur pour la recombinaison. 
10 * etape 2 : purification. 

* etape 3 : dephosphorylation des extremites 5' par Taction d'une 

phosphatase, ceci afin d'eviter que le vecteur se religue sur lui- 
meme. 

* etape 4 : purification. 

15 * etape 5 : controle de la dephosphorylation par transformation bacterienne sur 
gelose plus antibiotique. Si le vecteur est bien dephosphoryle, il n'y 
a pas d' expression plasmidique et aucune bacterie ne pousse. 

Preparation de 1'insert. 

20 L' insert utilise est I'ADNc obtenu par RT-PCR et isole par 

electrophorese sur gel d' agarose a 2%. 

Purification de I'insert par le Kit GeneClean (Ozyme). 
Sous ia lampe a ultra violet (254 nm), on decoupe delicatement le 
gel d'agarose avec des scalpels propres pour chaque bande et on recupere 
25 une bande par tube Eppendorf (de 1 ,5 ml). 

- On ajoute 2 volumes de solution de Nal et on place au bain- 
marie a 55°C pendant 5 min. L' utilisation du Nal permet de dissoudre 
I'agarose, d'augmenter la force ionique et, ainsi, de recuperer I'ADNc 
emprisonne par fixation des Na + sur les phosphates de la molecule. 
30 - On ajoute 10 pi de Glass Milk (Ozyme) (petits fragments de 

silice sur lesquels se fixe I'ADNc par liaisons hydrogenes) et on laisse agir 5 
min. a temperature du laboratoire. 
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- On centrifuge 30 secondes a 13.10 3 trs.min." 1 , on elimine le 
surnageant et on fait trois lavages successifs avec la solution de lavage NEW 
Wash (Ozyme) : 

- on ajoute dans chaque tube 1 ml de NEW Wash, 
5 lavage I : - on centrifuge 2 min. a 13.1 0 3 trs.min.-1 , 

- on elimine le surnageant, 

- on ajoute 500 pi de NEW Wash, 
lavage II : - on centrifuge 2 min. a 1 3. 1 0 3 trs.min.-1 , 

io - on elimine le surnageant, 

lavage III : - identique au lavage II. 

On seche le culot contenant I'ADNc, on reprend I'ADNc sec av»c 
15 50 pi d'eau distillee sterile et on met les tubes Eppendorf 5 min. au bain-mane 
a 55°C. Le role de I'eau distillee est de decrocher I'ADNc fixe sur les fragments 
de silice car il n'y a plus de force ionique et la chaleur permet d'abaisser la 
force des liaisons hydrogene entre I'ADNc et le Glass Milk. Ainsi, I'ADNc est 
libere. 

20 - On vortexe et on centrifuge les tubes 1 min. a 1 3.1 0 3 trs.min." 1 et 

on recupere I'ADNc pour I'heterodigestion. 

- Heterodigestion par les enzymes de restriction Eco Rl et Hind 

ill. 

On ajoute dans chaque tube : 
25 - 10 pi de tampon B (tampon des enzymes de restriction), 

- 2 pi d'enzyme Eco Rl (a 20 unites), 

- 2 pi d'enzyme Hind III (a 20 unites), 

- eau distillee sterile qsp 100 pi du volume total reactionnel, 
et on incube une nuit au bain-marie a 37°C. 

30 On purifie de nouveau par le Kit GeneClean, puis on refait la 

meme manipulation a partir de I'ajout de Nal. 
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L'heterodigestion est contrdlee par electrophorese sur gel 
d' agarose a 2%, et I* insert est ligature avec le plasmide BlueScript 
(recombinaison in vitro). 

On introduit dans chaque tube : 

- (volume calcule) pi d'ADNc, 

- 1 pi de plasmide (50ng) BlueScript linearise et dephosphoryle, 
- 1 pi de tampon T4 ADN ligase (a -20°C), 

- 0,5 pi d'enzyme T4 ADN ligase. 

- eau distillee sterile qsp 20 pi de volume total reactionnel, 
et on laisse une nuit au bain-marie a 16°C. 



Preparation des bacteries competentes. 

La souche bacterienne utilisee est : Escherichia coli souche 

HB101. 



a) Preculture. 

Sous la hotte a flux laminaire, on preleve, a I'aide d'une pipette 
Pasteur munie d'embout sterile, une goutte d'une souche bacterienne de 
culture congelee et on ensemence un tube de 4 ml de milieu de culture L.Broth 
(LB, Gibco-BRL). On incube une nuit a 37°C sous agitation. 

b) Culture. 

Sous la hotte, on ensemence 500 pi de preculture dans un 
erlenmeyer de 250 ml de milieu de culture LB et on incube 2,30 heures, a 
I'etuve 37°C sous agitation. On controle regulierement la croissance 
bacterienne par la mesure de la DO a 600 nm (environ toutes les 30 min.) car 
celle-ci ne doit pas depasser la valeur 0,3 qui correspond a la phase de 
croissance exponentielle. (Generalement, cette valeur est atteinte au bout de 

2,30 heures de culture). 

- Quand la DO = 0,3, on arrete la culture bacterienne en sortant 
I" erlenmeyer de I'etuve en le mettant dans la glace. En effet, au dela de cette 
DO, les cellules bacteriennes rentrent dans une phase stationnaire qui n'est 
plus favorable a la transformation a cause des secretions de toxines et de la 
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mort cellulaire. Puis on centrifuge 15 mm. a 3000 trs.min' 1 a 4°C pour obtenir 
un culot bacterien. 

c) Traitement de la paroi bacterienne. 
5 On elimine le surnageant par retournement du tube et on ajoute 

au culot: 

- 20% d'une solution de Tris CaCI 2 glace (prealablement filtree). 
Le tube est place 20 min. dans la glace. 

- On centrifuge 15 min. a 3000 trs.min' 1 a 4°C, on elimine le 
10 surnageant, et on ajoute 10% de Tris CaCI 2 . Le tube est place a 4°C. 

Transformation bacterienne. 

Sous la hotte, on prepare des tubes steriles de 5 ml contenant : 
15 - 300 pi de bacteries comp6tentes, 

■ - 1 0 pi de plasmides recombinants, 

et on place les tubes dans la glace pendant 20 min. 

- On fait un choc thermique en mettant les tubes 2 minutes dans 
un bain-marie a 42°C. 

20 - On ajoute 500 pi de milieu LB par tube et on met 1 heure au 

bain-marie a 37°C. 

- On ajoute 4 ml de milieu Top (LB de Gibco-BRL et Agar a 7 
g/1000 ml de Difco-USA) en surfusion par tube et on etale chaque tube sur 
une boTte de petri contenant de la gelose, prealablement ensemencee avec de 

25 rampicilline. 

Analyse des clones recombinants. 

Sous la hotte & flux laminaire, on pr6leve 10 colonies pour 
30 chaque boTte et on les ensemence dans 4 ml de milieu LB. (auquel on a 
prealablement ajoute 40 pi d'ampicilline concentree 100x). Le m§lange est 
laisse incuber une nuit a I'etuve 37°C. 
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Realisation d'une microamplification. 

1 : extraction phenolique. 

- On transvase le contenu de chaque tube amplifie dans des 
5 tubes Eppendorf qui sont centrifuges 2 min. a 13.10 3 trs.min.' 1 pour precipiter 

les bacteries. 

- On aspire le surnageant avec une pipette Pasteur reliee a une 
pompe a vide et on ajoute 100 |jl phenol par tube, puis on vortexe. Ce 
traitement permet I' extraction de tous les acides nucleiques (ADN et ARN 

io bacteriens, et ADN recombinant) par denaturation des proteines avec le 
phenol. 

- On ajoute 100 pi de TNE ( Tris Natrium EDTA, le Tris provenant 
de Boehringer, le sodium NaCI de Merck et PEDTA de Merck), on vortexe 5 
min. et on centrifuge 2 min. a 13.10 3 trs.min/ 1 . L'EDTA permet d'inhiber les 

is DNases et le sodium permet d'avoir une force ionique, le tout assure ainsi la 
conservation des acides nucleiques. 

2 : precipitation ethanolique. 

- On reprend 80 pi de surnageant de chaque tube dans de 
20 nouveaux Eppendorfs et on ajoute 2 volumes d'ethanol absolu a -20°C. On 

laisse 5 min. a -80°C. 

- On centrifuge 10 min. a 4°C a 13.10 3 trs.min/ 1 , on elimine le 
surnageant et on met le culot d'ADN recombinant a secher. 

25 3 : heterodigestion de I'ADN recombinant par les enzymes de 

restriction Eco Rl et Hind ill. 

On reprend le culot d'ADN recombinant avec 50 pi d'eau distillee 
sterile et on prepare des tubes Eppendorf. 

Dans chaque tube on ajoute : 
30 -10 pi d'ADN, 

- 2 pi de tampon B (tampon des enzymes de restriction), 

- 1 pi d' enzyme Eco Rl (10 unites), 

- 1 pi d'enzyme Hind III (10 unites), 
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- eau distillee sterile qsp 20|jl, 

et on incube au bain-marie a 37°C pendant 1 heure. 

4 : controle de I'heterodigestion par electrophorese sur gel 
5 d'agarose a 2 %. 

On ajoute 2 pi de tampon de charge dans chaque tube et on 
charge ie gel. Temps de migration : 30 minutes a 100 volts. 



io Realisation d'une macroamplification. 

Sous la hotte, chaque tube de mini-preparation positif est 
ensemence dans des erlenmeyers de 11 contenant : 

- 200 ml de milieu de culture LB., 

- 2 ml d'ampiciliine 100x, 

15 - 5 gouttes du tube de mini-preparation 

et incube une nuit a 37°C sous agitation. 

1: digestion de la paroi bacterienne 

- On transvase le contenu de chaque erlenmeyer dans des pots 
20 specifiques pour la centrifugeuse refrigerante et on centrifuge 15 min. a 4000 

trs.min.' 1 a 4°C. On elimine le surnageant, on ajoute 2 ml de solution I 
(contenant du lysozyme) par pot, on homogeneise et on laisse agir 5 min. a 
temperature du laboratoire. 

- On ajoute 4 ml de solution II par pot, on agite pour avoir une 
25 consistance visqueuse et on laisse agir 5 min. dans la glace. 

- On ajoute 3 ml de solution III par pot, on homogeneise et on 
laisse agir 15 min. dans la glace. 

- On centrifuge 15 min. a 8000 trs.min." 1 a 4°C, on filtre le 
surnageant de chaque pot et on le transvase dans des tubes en verre. 

30 

2 : precipitation alcoolique. 

- On ajoute 4,5 ml de 2-propanol par tube et on laisse 30 min. a - 

80°C. 
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- On centrifuge 20 min. a 12500 trs.min* 1 a 4°C (en prenant soin 
de mettre les tubes dans des reducteurs de protection en caoutchouc), on 
elimine le surnageant et on egoutte les tubes sur du papier filtre. 

- On seche pour eliminer toutes traces d'alcool. 

5 

3 : digestion enzymatique. 

- On reprend les culots d'ADN avec 3 ml d'eau distillee. 

- RNase : on ajoute 10 pi de Rnase par tube et on laisse agir 30 
min. au bain-marie 37°C. Ici, la RNase permet la digestion de TARN bacterien. 

10 - Proteinase K : on ajoute 10 pi de proteinase K par tube et on 

laisse agir 30 min. au bain-marie 37°C. Cette reaction enzymatique permet ia 
digestion de toutes les proteines. 

4 : Ultracentrifugation en gradient de chlorure de cesium. 

15 Dans chaque tube, on ajoute : 

- 3,75 g de CsCI (chlorure de cesium), 

- 1 pi de BET (bromure d'ethidium), 

les tubes sont ultracentrifuges a 50.1 0 3 trs.min 1 & 20°C pendant 
une nuit On obtient alors un anneau d'ADN rose visible sous la lumiere ultra 
20 violette. 

- On recupere delicatement T anneau d'ADN recombinant rose 
(dans des tubes de 10 ml) a I'aide d'une seringue, en piquant sous I'anneau et 
en aspirant doucement. On ajoute un volume d'eau distillee sterile par tube et 
on complete a 10 ml avec de I'alcool isoamylique. On homogeneise par des 

25 retournements energiques pendant 3 min. 

- On centrifuge 5 min. a 3000 trs.min/ 1 a 15°C (afin d'eliminer tout 
le BET par Talcool isoamylique) et on recupere les plasmides recombinants 
avec une pipette Pasteur munie d'une poire (on utilise une pipette par tube). 

30 5 : precipitation 6thanoiique. 

- On ajoute 2 volumes d'§thanol 100° et on laisse agir 30 min. a - 
80°C. (aspect laiteux des tubes). 



WO 01/05966 




PCT/FR00/02076 



6 : Lavages. 

- On centrifuge 15 min. a 12500 trs.min 1 a 4°C pour separer le 
sel de I'ADN recombinant, on ecarte le surnageant et on ajoute 2 ml d'eau 
distillee sterile pour eliminer le CsCI. 

- On ajoute 2 volumes d'ethanol absolu froid (-20°C) pour 
precipiter I'ADN et on laisse agir 30 min. a -80°C. 

- On centrifuge 15 min. a 4°C a 12500 trs.min -1 , on elimine le 
surnageant et on egoutte les tubes sur le papier filtre. 

- Les tubes sont seches 10 min. au speed vac pour eliminer 
toutes les traces d'ethanol et les culots sees sont repris avec 100 pi d'eau 
distillee sterile. 

7 : dosage de I'ADN au spectrophotometre a 260nm. 

8 : sequengage selon la methode de Sanger modifie. 

On prepare des tubes Eppendorf comme indique ci-apres : 

- 5 pi d'ADNc (insert a 1 Mg.pl" 1 ) 

(volume ajuste en fonction du dosage spectrophotometrique). 

- 2 pi de NaOH a 2N, 

- eau distillee sterile qsp 20 pi, 

et on laisse 20 min. a temperature du laboratoire. 

On neutralise par I'acetate de sodium puis on realise une 
precipitation ethanolique : 

On ajoute 75 pi d'ethanol absolu froid (-20°C), on laisse agir 20 
min. a -80°C et on centrifuge a 13.10 3 trs.min' 1 . On seche pour eliminer toute 
trace d'ethanol. 

Hybridation : 

Dans chaque tube, on ajoute : 

- 2 pi de tampon d' hybridation (5X) 

- 0,5 pi d'amorce (10 pmol.), 

- 7,5 pi d'eau distillee sterile, 

et on laisse 20 min. au bain-marie a 37°C. 
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Amorcage de la reaction de polymerisation : 
On ajoute : 
- 1 Ml de DTT, 

- 2 pi de tampon d'hybridation ("GTP labelling mix", 
USB/Amersham (dilue 5X)), 

- 0,5 Ml de ^P-dATP, 

- 1,5 M' de sequenase (diluee au 1/6), 

on homogeneise et on laisse agir 5 min. a temperature du 

laboratoire. 

- On transfere 3,5 p< de ce melange dans 4 tubes Eppendorf 
contenant chacun un ddNTP (dideoxyribonucleotide) different (4 reactions 
differentes), et on laisse agir 5 min. au bain-marie a 37°C. Ici, Pelongation des 
chaTnes est arretee lors de P incorporation des ddNTP car ceux-ci ne peuvent 
pas former de liaisons phosphodiester avec les dNTP suivants. 

On arrete la reaction en ajoutant 5 [i\ de solution "stop" 
(contenant un colorant et de la formamide, (Amersham)) par tube Eppendorf et 
on place immediatement les tubes dans la glace. 

Chargement du gel de polyacrylamide. 

Les tubes sont chauffes a 80°C, puis places immediatement dans 
la glace. Le gel est charge avec des depots de 2 a 4 pi par P ults - ° n laisse 
migrer 1,20 a 3 heures pour des fragments de 100 pb, a 1450 volts. 

Arret de I'electrophorese, exposition et revelation par 
autoradiographic. 

a) Arret de I'electrophorese. 

Les electrodes sont debranchees, le tampon de migration est 
elimine et les plaques de verre contenant le gel sequence sont retirees. Le gel 
est recupere et une feuille de papier Watman® 3M est disposee sur celui-ci en 
tapotant pour bien le faire adherer et le gel fixe sur le papier est depose sur 
une feuille de film plastique (Cellofray®) pour le proteger. Le gel sequence est 
mis a secher 2 heures a 80°C sous vide. 
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b) Exposition du gel sur un film autoradiographique. 

Apres sechage, ie Cellofray® est retire et un film 
autoradiographique (Hyper film-MP®, Amersham) est applique. Puis 
r ensemble est dispose dans une cassette (munie d'un ecran intensificateur) 
pour une exposition de une nuit a plusieurs jours a -80°C, car les films sont 
plus sensibles dans le froid. 

c) Revelation du film autoradiographique. 

La revelation se fait a la lumiere rouge et consiste a passer le film 
autoradiographique dans differents bains : 

- 2 min. dans le revelateur dilue au 1/5 (ILFORD 2000 RT), 

- ringage dans I'eau, 

- 5 min. dans le fixateur dilue au 1/5 (ILFORD 2000 RT), 

- 15 min. de ringage a I'eau courante, 

- sechage et lecture du film. 

Preparation et marquage des sondes. 
Marquage d'une sonde. 

Pour detecter la presence d'une sequence complementaire, par 
hybridation, au sein d'un melange de fragments d'ADN, les sondes d'ADN 
denaturees, sont marquees radioactivement au a32 P-dCTP (dans les conditions 
preconisees par le fournisseur), par la technique d'amorgage multiple ("random 
priming"). Les sondes obtenues ont une activite specifique de 0,2 a 1.10 9 
cpm.pg" 1 . 

On denature 2 min. a 80°C, 30 ng de fragments d'ADNc pur 
(sonde) dans un volume final de 45 pi d'eau distillee sterile et on met le tout 
directement dans ia glace. 

- On introduit ensuite les 45 pi de sonde denature dans un 
lyophilisat (Kit Rediprime DNA , USB) contenant : 

- le tampon de la polymerase Klenow, 
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- les dNTP (moins le dCTP), 

- les amorces octanucleotidiques de synthese, 

- ta polymerase Klenow, 

et on rajoute 5 pi de radioactivite a32 P-dCTP. On incube 10 min. 
5 au bain-marie 37°C pour la polymerisation selon le principe del'amorgage 
multiple ("random priming"). 

Hybridation moleculaire des sondes marquees avec une 

membrane. 

10 

Northern blot et Southern blot. 

Le Northern blot est une technique permettant de detecter un 
transcrit au sein d'un melange complexe. La taille de TARN peut etre 
determinee par le degre de sa migration dans le gel et son abondance par 
is Pintensite de la bande (ou signal). Cette methode est tres utilisee pour 6tudier 
les anomalies de ia transcription d'un gene. Elle se realise en plusieurs etapes: 

- transfer! du profil electrophoretique sur une membrane de 

Nylon, 

- prehybridation, 
20 - hybridation, 

- lavage, 

- revelation par autoradiographic. 
Transfert. 

25 Apres une electrophorese realisee avec 5 a 10 pg d'ARN total 

denature (sur un gel denaturant a 1% en agarose ), on fait un transfert de 
ceux-ci sur un filtre de Nylon (Hybond N Amersham) en presence de tampon 
phosphate. Le transfert dure une nuit a temperature du laboratoire et se fait 
grace au phenomene de capillarite. 

30 

Prehybridation et hybridation. 

La membrane est sechee durant 3 heures & 80°C avant 
Thybridation pour fixer I'ADN, de maniere irreversible. 
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Dans un sac plastique scelle (contenant la membrane) on 
introduit 10 ml de solution d' hybridation avec 150 |jl d'ADN de sperme de 
saumon denature (2 min. a 80°C). On incube le sac 3 a 6 heures a 42°C sous 
agitation. 

5 - Hybridation : On ouvre le sac avec precaution et on introduit 50 

pi de sonde denaturee (2 min. a 80°C) et marquee au a32 P-dCTP. On incube 
une nuit a I'etuve 42°C, sous agitation. 

Lavages. 

10 Apres hybridation, le melange est elimine du sac plastique et le 

filtre est lave dans differents bains : 

- 1 rintjage rapide dans une solution de 2XSSC a temperature 

ambiante. 

- 1 linkage dans une solution de 2XSSC a 65°C durant 45 min. 

15 - 1 ringage de 45 min. a 65°C sous agitation dans une solution de 

2XSSC + SDS 0,5 %. 

- 1 ringage de 45 min. a 65°C sous agitation dans une solution de 
0,2XSSC + SDS 0,5 %. 

20 

Revelation par autoradiographie. 

Le filtre est ensuite seche et expose pour autoradiographie sur 
film (Hyper film-MP®, Amersham) dans une cassette avec un ecran 
intensificateur. L' exposition dure de quelques heures a plusieurs jours a -80°C. 

25 

RESULTATS 

Les auteurs de la presente invention ont realise un criblage de la 
banque d'expression de cDNA sur le duodenum et le jejunum de pore avec un 
antiserum anti sorbine. Ce criblage n'a pas permis de continuer la recherche 
30 dans cette banque. En revanche, r amplification par RT-PCR en presence 
d'amorces degenerees dans les regions les moins degen6r6es, s'est revelee 
positive en donnant plusieurs fragments amplifies a partir d'ARN de jejunum et 
de duodenum . Tous ces fragments ont 6te clones, sequences et compares 
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avec les banques de donnees. Les auteurs de la presente invention ont fait 
varier les differents parametres de la PCR pour optimiser la specificite des 
amorces. Ceci a permis d' amplifier une partie de la sequence de la sorbine. Le 
fragment de la sorbine confirme par sequengage a servi ensuite comme sonde 
pour cribler la banque depression realisee a partir des meme ARN. Plusieurs 
clones ont ete purifies et sequences. 

Le clonage de I'ADNc de la sorbine a permis de rectifier la 
sequence proteique de la sorbine, dans sa region N terminale (fig. 1). 

EXEMPLE 2 : 

Clonage du gene de la sorbine humaine 

MATER1ELS ET METHODES 

Les conditions de PGR utilisees sont identiques a celles decrites 
dans I'exemple 1 . 

Le gene de la sorbine humaine a ete isole au moyen d'une sonde 
preparee a partir de I'ADNc complet (459 paires de bases) codant pour la 
sorbine porcine. 

Au prealable, des etudes en immunohistochimie et en hybridation 
in situ ont ete realisees. 

Immunohistochimie 

Le protocole mis en ceuvre est similaire a celui decrit dans Tarticle 
de Fatima Abou El Fadil, 1997. 

Uantiserum utilise, designe 93-128 Y C17, a ete produit par 
inoculation du peptide contenant les acides amines 137 a 153 de la sorbine 
porcine auquel a ete ajoutee une tyrosine en position 1, a un lapin, comme 
d6crit dans Particle cit6 ci-dessus. 
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Hybridation in situ. 

I - Principe de I'hybridation in situ. 

U hybridation in situ permet de visualiser un ARNm (transcrit d'un 
gene) au niveau cellulaire, soit sur des coupes histologiques, soit sur des 
suspensions cellulaires, par 1'utilisation d'une sonde marquee (a chaud ou a 
froid). En effet, cette technique est basee sur la propriete d'appariement 
specifique (avec une forte affinite) de deux sequences nucleotidiques 
complementaires. Elle se deroule en 6 etapes : 

* marquage de la sonde, 

* pretraitement, 

* hybridation, 

* lavages, 

* revelation, 

* observations au microscope optique. 
II- But de son utilisation. 

L'interet de son utilisation dans le cas de I'etude de la sorbine, 
est de localiser au niveau cellulaire, I'ARNm correspondent a la sorbine sur 
des coupes histologiques de vipome pancreatique, de pancreas sain et de 
carcinoTde intestinal, et par la-meme, de confirmer le marquage nucleique et 
immunocytologique obtenu parallelement. Pour cela, on utilise les sondes 
marquees a la digoxigenine-1 1-dUTP selon la methode de Tamorgage multiple 
("random priming"). 



Ill- Technique. 

111-1 - Marquaoe des sondes a la diaoxiqenine . 

II se fait par la m6thode d'amorgage multiple avec le Kit 
Rediprime DNA. On realise le marquage des sondes froides avec le dUTP- 
digoxigenine . 
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III-2- Preparation des lames . 

- On lave les lames a I'eau du robinet, puis on les immerge une 
nuit dans de I'aicool chlorhydrique. 

- On lave 3 a 4 heures dans I'eau courante, on rince a I'eau 
5 distillee et on seche a I'etuve 40°C. 

- On etale sur chaque lame une goutte de poly-L-lysine (a 1% 
diluee dans de I'eau distillee) a I'aide d'une autre lame comme un frottis. On 
fait secher les lames a I'air (a I'abri de la poussiere) et on les incube une nuit a 
I'etuve 60°C. 

10 

111-3- Preparation des coupes . 

a) Traitement du bloc . 

On fait des coupes seriees avec le pancreas sain, le vipome et le 
carcinoide intestinal. Celles-ci sont realisees au microtome a 3-4 pm, avec un 

is couteau jetable. Puis, elles sont recueillies sur les lames propres traitees a la 
poiy-L-lysine, en deposant une goutte d'eau distillee sterile a la surface de 
celle-ci. Ensuite, on egoutte I'exces d'eau et on seche 1 heure sur une platine 
chauffante. On incube les lames une nuit a Tetuve 60°C. Par la suite, on peut 
soit les trailer soit les conserver sur un portoir emballe dans de r aluminium et 

20 mis a 37°C. 

b) Deparaffinaae et rehvdratation des coupes . 
But : debarrasser le tissu du milieu d' inclusion. 

Technique : les coupes sont plongees dans des bains d'alcool 
25 de degre croissant : 

- 3 fois 5 min. dans du xylene, 

- 2 fois 2 min. dans I'ethanol 100°, 

- 2 fois 2 min. dans I'ethanol 95°, 

- rehydratees 2 fois 5 min. dans du PBS (phosphate buffer saline 
30 a 150 mmol.r 1 ). 
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10 



c) Pretraitements . 

lis servent essentiellement a ameliorer le rapport signal/bruit de 
fond et la reponse d' hybridation. II en existe un certain nombre dont : 

* Hvdrolvse chimiaue . 

But : elle permet de denaturer I'ADN pour rendre I'ARNm plus 
accessible a la sonde. 

Technique : On trempe les lames dans un bain-marie d'HCL 
0,2N pendant 12 min. et on rince 2 fois 5 min. dans du PBS. 



* Hvdrolvse enzvmatiaue a la proteinase K . 

But : ce traitement permet la digestion de toutes les proteines, ce 
qui entraine alors une permeabilisation du materiel et augmente la penetration 
de la sonde dans le tissu. 
is Technique : les lames sonttrempees dans 100 ml de proteinase 

K (a 10 M9-mr 1 dans du Tris EDTA pH 7,4) pendant 10 min. a 37°C. 



* Blocaqe des oeroxvdases endoaenes . 

But : eviter P interaction des peroxydases tissulaires avec 
20 Tutilisation de la strepatvidine peroxydase biotinylee, lors de la revelation. 

Technique : les lames sont plongees 5 min. dans H 2 0 2 (a 3% 
dans du PBS) et rincees 2 fois 5 min. dans du PBS. 



d) Controle par les RNases . 

25 

But : il s'agit de realiser un temoin negatif qui permettra 
d'affirmer, lors de Tetude des resultats, que le signal observe sur les lames ne 
correspond pas a un artefact. 

Technique : les lames sont plongees dans 100 ml de RNases (a 
30 100 pg.ml" 1 dans du 2XSSC) pendant 30 min. a 37°C et lav§es dans du 
2XSSC pendant 15 min. a temperature ambiante. 
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e) Deshvd rotation . 

Technique : les coupes sont passees dans des bains d'alcool de 
degre croissant : 

- 1 bain d'ethanol 70° pendant 1 min., 
- 1 bain d'ethanol 80° pendant 1 min., 
- 1 bain d'ethanol 100°pendant 10 min., 
-sechage a I'air libre. 

Hl-4- Hybridation. 

a) - Denaturation de la sonde . 

But : c'est une etape indispensable pour avoir des sondes 
monobrins car celles-ci obtenues par genie genetique, sont encore 
bicatenaires (et ne peuvent done pas etre utilisees pour r hybridation). 

Technique : dans 20 pi de solution d' hybridation (preparee 
extemporanement), on ajoute ia sonde pour obtenir 10 ng.ml" 1 , on la met 5 min. 
a 75°C et on la plonge immediatement dans la glace. 

Remarque : 

* La concentration de la sonde peut etre ajustee en fonction de la 
longueur. Pour des sondes inferieures a 1Kb, la concentration peut atteindre 
20 pg.ml" 1 . 

b) Hybridation . 

Technique : on depose les 20 pi de la sonde denaturee sur la 
lame. On pose une lamelle et on laisse incuber dans une chambre humide, a 
42°C, pendant 16 heures, a i'abri de la poussiere. 



III-5- Lavages . 

But : ils servent a eliminer Texces de sonde, les hybrides partiels 
et aspecifiques. Pour cela, les coupes subissent des lavages dans des 
conditions de stringence croissante (e'est-a-dire concentration decroissante de 
sels et augmentation de la temperature) qui assureront la dissociation des 
hybrides partiels et non specifiques. 

Technique : les lames sont plongees dans des bains successes : 
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- 1 bain de 4XSSC (qui permet de decoller les lamelles), 
- 1 bain de 1XSSC de 15 min. a temperature ambiante, 
- 1 bain de 1XSSC de 30 min. a temperature ambiante, 



5 



- 1 bain de 1XSSC de 15 min. a 42°C, 

- 1 bain de 1XSSC de 30 min. a 42°C, 

- 1 bain de 0.1XSSC de 30 min. a 42°C 



IH-6- Revelation . 

II s'agit d'une methode indirecte faisant appel a des precedes 
10 d'immunocytologie bases sur des reactions antigenes-anticorps ou ligand- 
antiligand. 



15 exogene lors de la revelation. Pour cela, on utilise les proteines du lait. 

Technique : on prepare extemporanement, du tampon STMT 
(Sodium-Tris-Magnesium-Tween, le Magnesium provenant de Sodipro et le 
Tween de Sigma) 1moU" 1 avec 1% de lait ecreme (pH 7,5) et on rince : 

- 1 ringage d'une heure au bain-marie 37°C, 

20 - 1 ringage de 15 min. a temperature ambiante. 

b) Detection de la diqoxiaenine . 
Technique : on depose sur chaque coupe : 

- 200 pi de serum normal de chevre (dilue au 1/20 dans du TBS 
25 de Sigma) et on laisse 30 min. a temperature ambiante, en chambre humide (a 

I'abri de la poussiere). 

- 200 pi d'anticorps monoclonal anti-digoxigenine (dilue au 1/30 
dans du TBS + 1% de SAB 30%) et on laisse 30 min. en chambre humide a 
temperature ambiante. 

30 - on rince 2 fois 5 min. dans du TBS. 

- 200 pi de serum de chevre anti-souris biotinylee (Kit DAKO) et 
on laisse 30 min., en chambre humide, a temperature du laboratoire. 

- on rince 2 fois 5 min. dans du TBS. 



a^ Saturation des sites tissulaires de biotine endoaene . 

But : ces sites sont satures pour eviter de fixer la streptavidine 
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- on ajoute quelques gouttes de streptavidine peroxydase 
biotinylee et on laisse 30 min., en chambre humide, a temperature du 
laboratoire. 

- la revelation de I' activity peroxydasique est realisee avec le 
5 coffret AEC DAKO chromogene rouge, dans le noir. 

- une contre-coloration a I'hemalun peut etre realisee. 

c) Controles . 

Un signal observe sur une lame necessite la verification avec 
10 d'autres lames temoins pour affirmer la specificite de la reponse. 

Ainsi, selon les traitements effectues sur les lames, on obtient : 

- traitement en I' absence de sonde : les marquages sont lies a la 
presence de la biotine endogene. 

- traitement en presence de RNase : pas d' hybridation in situ. 

15 

RESULTATS 

Dans un premier temps, la sorbine a ete recherchee dans des 
tumeurs gastro-intestinales et pancreatiques, par immunohistochimie avec des 
anticorps specifiques de la region active C-terminale de la sorbine. Les 
20 tumeurs positives en immunohistochimie ont ete utilisees en RT-PCR. Apres 
extraction des ARNs et amplification, la presence de la sorbine a ete confirmee 
par la presence d'une bande de la taille attendue et par sequengage. Les 
fragments consideres comme parasites et qui ne correspondaient pas a la 
bonne taille ont ete egalement sequences. Leurs sequences ne 
25 correspondaient pas a la sorbine et n'avaient pas d'homologie dans les 
banques de donnees. 

L' hybridation in situ avec des sondes de la region C-terminale 
montre que seulement certaines cellules endocrines expriment ce peptide a 
T6tat normal ainsi que les couches cellulaires periph6riques de certaines 
30 tumeurs intestinales et pancreatiques. 

Les etudes en immunohistochimie et en hybridation in situ, 
r^alisees sur les memes coupes histologiques des memes tumeurs ont montr6 
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une tres forte correlation des cellules endocrines exprimant la sorbine (Figure 
4). 

La meme correlation entre les resultats obtenus par les 2 
techniques a ete retrouvee dans le jejunum humain normal (figure 5). 
5 Deux formes ont en fait ete obtenues par RT-PCR : 

- une forme courte proche de la sorbine porcine a ete obtenue 
par RT-PCR sur un gros intestin humain normal ; 

- une forme longue avec une region centrale differente de la 
sorbine porcine a ete obtenue par RT-PCR a la fois dans un tissu de tumeur 

10 gastro-intestinale et dans un tissu normal. 

Les sequences proteiques de la sorbine humaine courte et de la 
sorbine porcine traduites a partir des ADNc ont ete comparees (figure 3). 
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REVENDICATIONS 

1. Acide nucleique codant pour un peptide possedant Tactivite 
biologique de la sorbine, ledit acide nucleique comprenant la sequence 

5 nucleotidique choisie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 1 ; 

b) la sequence SEQ ID n° 3 ; 

c) la sequence SEQ ID n° 5 ; 

d) une sequence nucleotidique homologue de la sequence SEQ 

10 ID n° 1, n° 3ou n° 5 ; et 

e) au moins un fragment nucleotidique desdites sequences a), b), 

c) ou d). 

2. Acide nucleique selon la revendication 1, ledit acide nucleique 
is comprenant une sequence nucleotidique choisie parmi la sequence SEQ ID n° 

6 & 8 et une sequence nucleotidique homologue de la sequence SEQ ID n° 6 a 
8. 

3. Vecteur de clonage et/ou d'expression comprenant une 
20 sequence nucleotidique telle que definie dans Tune des revendications 1 ou 2. 

4. Cellule hote transformer par le vecteur selon la revendication 

3. 

25 5. Precede de production de peptide recombinant possedant 

i'activite biologique de la sorbine, ledit procede comprenant les etapes 
consistant a : 

i) inserer une sequence nucleotidique telle que definie dans Tune 
des revendications 1 ou 2 dans un vecteur d'expression, ladite sequence 

30 nucleotidique etant liee de manfere operante avec des elements permettant la 
regulation de son expression ; 

ii) transformer une cellule hote avec le vecteur ainsi obtenu ; 
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iii) cultiver ladite cellule hote dans des conditions permettant 
Pexpression de ladite sequence nucleotidique ; 

iv) recueillir le peptide recombinant exprime ; 

v) eventuellement purifier ledit peptide ; 

5 vi) eventuellement proceder a une amidation du peptide produit. 

6. Peptide recombinant isole obtenu par le proc^de selon la 
revendication 5. 

10 7. Peptide recombinant possedant Pactivite biologique de la 

sorbine et comprenant la sequence d'acides amines choisie parmi les 
sequences SEQ ID n° 2, SEQ ID n° 4 et SEQ ID n° 1 1 . 

8. Composition pharmaceutique comprenant un acide nucleique 
15 selon Tune des revendications 1 ou 2 ou un peptide selon Tune des 

revendications 6 ou 7. 

9. Oligonucleotides comprenant les sequences SEQ ID n° 12 a 
SEQ ID n° 20 ou leurs sequences complementaires. 

20 10. Procede de detection de Pexpression de la sorbine dans un 

echantillon cellulaire ou tissulaire, comprenant les etapes consistant a: 

- preparer TARN dudit echantillon ; 

- mettre en contact ledit ARN obtenu avec une sonde ayant une 
sequence nucleotidique capable de s'hybrider specifiquement avec un acide 

25 nucleique codant pour un peptide possedant Pactivite biologique de la sorbine, 
tel que defini a la revendication 1 ; 

- d6tecter la presence d'ARNm hybridant avec cette sonde, 
indicatrice de Texpression d'un peptide possedant Pactivite biologique de la 
sorbine dans Pechantillon. 

30 

11. Procede de detection de Pexpression de la sorbine dans des 
cellules ou un tissu par hybridation in situ, comprenant les etapes consistant d: 
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- mettre en contact lesdites cellules ou led it tissu avec une sonde 
ayant une sequence nucleotidique capable de s'hybrider specifiquement avec 
un acide nucleique codant pour un peptide possedant I'activite biologique de la 
sorbine, tel que defini dans la revendication 1 ; 
5 - detecter la presence d'ARNm hybridant avec cette sonde, 

indicatrice de I'expression du peptide possedant I'activite biologique de la 
sorbine. 

12. Anticorps monoclonal ou polyclonal dirige specifiquement 
10 contre la sorbine humaine, ou fragment dudit anticorps capable de se Her 

specifiquement a la sorbine humaine. 

13. Procede de detection et/ou de dosage immunologique de la 
sorbine humaine dans un echantillon biologique dans lequel : 

15 i) on met en contact ledit echantillon biologique avec un anticorps 

tel que defini dans la revendication 12, marque de maniere detectable ; 

ii) on observe la formation d'un complexe anticorps-sorbine 
humaine, indicateur de la presence de sorbine humaine dans ledit echantillon. 
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1/5 

mraatplq tvdrpkdv7yktmfkq ihmvhkpdddtdmyntp yt ynaglyns p y s aq s hp aa 
mraatplqtvdrpkd yktmfkq ihmvhkpdddt myntpytynaglynspysaqshpaa 
mraatplqtvdrpiodtyktmfkqihmvh^ 

ktqtyrplskshsdngtdafkdasspvppphvpppvpplrprdrsstekhdwdppdrkvd 
ktqtyrplskshsdngtdafkdasspvppphvpppvpplrprdrsstekhd dppdrkvd 
ktqtyrplskshsdngtdafkdasspvppphvpppvpplrprdrsstekhdrdppdrkvd 

trkfrs eprs i fe yepgks s i lqherpvtkpqa - nh 2 
trkfrs eprs i fe yepgks s i lqherpvtkpqa - nh 2 
trkfrseprsifeyepgkssilqherpvtkpqa-nh 2 



ATGAGAG C AG CAACAC CTTTG CAGACAGTTGAC CGG C CGAAGGACTGGTACAAGAC CATGTTTAAGCAAA 

mi mi iiiiiiiiiiimimi 11111111 11111111111111111 1111111111111 

ATGAAAG C AAGAACAC CTTTG C AGACAGT CG ACCGG C C CAAGG ACTGGTACAAGACGATGTTTAAGCAAA 



TCCACATGGTGC ACAAG C CAGATGATG ACACAGACATGTATAATACTC CT TATAC 

i 11111111111111111 111111111111111111111111111111 IIIII 

TTCACATGGTGCACAAG C CGGATGATGACACAGACATGTATAAT ACTC CT AC ACCTCACATGAAATATAC 
ATATAATG C AGG C CTGTACAACTCAC C CTACAGTGCTCAGTCACAT C CTGCTGCCAAGACCCAGAC CTAC 

in 11111111 111111111 1111111111111111111111 11111111 11111111 nun 

ATAGAATGCAGGTCTGTACAACCG&CCCTACAGTGCTGA^ 



AGACCCCTCTCCAAAAGCCA.CTCTGACAATGGCACCGACGCCT?TTAAGGATGCTTCCTCACCTGTCCCTC 

iiiii 11 11111111111111 iiiii 11 11 i 11111111111111 iiiii 11 11 im 

AGACCTCTTTCCAAAAGCCA.CTCCGACAACAGCCCCAATGCCTTTAAGGATGCGTCCTCCCCAGTGCCTC 



CCCCAC^TGTTCCTCCTCCAGTCCCACCTCTGCGACCAAGAGATCGGTCTTC^CAGAAAAGa^TGACTG 

1111111111111 11111111111 11 11 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiimxiiim 

CCCCACA.TGTTCCACCTCCAGTCCCGCCGCTTCGACCAAGAGATCGGTCTTGAAGA.GAAAAGCATGACTG 



GGAT C CT C CA.GACAGAAAAGTGG AC AC G AG AAAATTT CGAT CGG AG C C AC GGT CTATTTTTGAAT A CG AG 

iiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiim urn 11 1 n iiiiii 11 iiiiiiiniiinii 

GGAT CCTC C AGACAGAAAAGTGG AC ACAAGAAATTTCGGGT CTGAGC CAAGG AGTATTTTTGAATACGAG 



CCTGGGAAGTCATCCATCCTGCAGCACGAACGACCCGTCACGAAACCGCAAGCAGGGCGCCGTAAGGTC 

iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiimiiiimiiiiiimiiiiiiiiiiiin 1 

CCTGGGAAGTCATCCATCCTGCAGCACGAACGACCCGTCACGAAACCGCAAGCAGGGCGCCGTGATAAGTCC 



fig.2 
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2/5 



MKATTPIiQTVDRPKDVmCTMFKQIHMVHKPDDDTDMYOT 

M+A TPLQTVDRPKDWYKTMFKQIHMVHKPDDDTDMyiTTP YTYNAGLYN PYSAQ 

MRAATP LQTVDRPKDWYKTMFKQ I HMVHKP DDDTDMYNTP YTYNAGLYNS PYSAQ 



SHPAAKTQTYRPLSKSHSDNSPNAFKDASSPVPPPHVPPPVPPLRPRDRSSTEKHDV7DPP 
SHPAAKTQTYRPLSKSHSDN +AFKDASSPVPPPHVPPPVPPLRPRDRSSTEKHDWDPP 
SHPAAKTQTYRPLSKSHSDNGTDAFKDASSPVPPPHVPPPVPPLRPRDRSSTEKHDWDPP 



DRKVDTRNFGSEPRS I FEYEP GKS S ILQHERP VTKPQA -NH 2 
DRKVDTR F S EP RS I FEYEP GKS S I LQHERP VTKPQA - NH2 
DRKVDTRKFRSEPRS I FEYEP GKS S ILQHERP VTKPQA - NH 2 



FIG.3 




FIG.4B 
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FIG.5B 
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FIG.5C 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> INSERM 
SCRAS 

<12 0> acides nucleiques codant pour des peptides poss^dant 
1 1 activite biologigue de la sorbine 

<130> BFF 98/555 

<140> 
<141> 

<160> 20 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 474 
<212> ADN 
<213> pore 

<400> 1 

atgagagcag. caacaccttt gcagacagtt gaccggccga aggactggta caagaccatg 60 

tttaagcaaa tccacatggt gcacaagcca gatgatgaca cagacatgta taatactcct 120 

tatacatata atgeaggect gtacaactca ccctacagtg ctcagtcaca tcctgctgcc 180 

aagacccaga cctacagacc cctctccaaa agccactctg acaatggcac cgacgccttt 24 0 

aaggatgett cctcacctgt ccctccccca catgttcctc ctccagtccc acctctgcga 300 

ccaagagatc ggtcttcaac agaaaagcat gactgggatc ctccagacag aaaagtggac 3 60 

acgagaaaat ttcgatcgga gccacggtct atttttgaat aegagectgg gaagtcatcc 42 0 

atcctgcagc acgaacgacc cgtcacgaaa ccgcaagcag ggcgccgtaa ggtc 474 



<210> 2 
<211> 153 
<212> PRT 
<213> pore 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (153) 

<223> AMIDATION 

<400> 2 

Met Arg Ala Ala Thr Pro Leu Gin Thr Val Asp Arg Pro Lys Asp Trp 
15 10 15 

Tyr Lys Thr Met Phe Lys Gin lie His Met Val His Lys Pro Asp Asp 
20 25 30 

Asp Thr Asp Met Tyr Asn Thr Pro Tyr Thr Tyr Asn Ala Gly Leu Tyr 
35 40 45 

Asn Ser Pro Tyr Ser Ala Gin Ser His Pro Ala Ala Lys Thr Gin Thr 
50 55 60 

Tyr Arg Pro Leu Ser Lys Ser His Ser Asp Asn Gly Thr Asp Ala Phe 
65 70 75 80 



Lys Asp Ala Ser Ser Pro Val Pro Pro Pro His Val Pro Pro Pro Val 



L 
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85 



90 95 



Pro Pro Leu Arg Pro Arg Asp Arg Ser Ser Thr Glu Lys Eis Asp Trp 
100 1° 5 110 

Asp Pro Pro Asp Arg Lys Val Asp Thr Arg Lys Phe Arg Ser Glu Pro 
115 ~ 120 125 

Arg Ser lie Phe Glu Tyr Glu Pro Gly Lys Ser Ser He Leu Gin His 
130 135 140 

Glu Arg Pro Val Thr Lys Pro Gin Ala 
145 150 



<210> 3 

<211> 492 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 3 

atgaaagcaa caacaccttt gcagacagtc 
tttaagcaaa ttcacatggt gcacaagccg 
acacctcaca tgaaatatac atacaatgca 
tcacaccctg ctgcaaagac ccaaacctac 
agccccaatg cctttaagga tgcgtcctcc 
gtcccgccgc ttcgaccaag agatcggtct 
gacagaaaag tggacacaag aaatttcggg 
cctgggaagt catccatcct gcagcacgaa 
cgtgataagt cc 



gaccggccca aggactggta caagacgatg 60 
gatgatgaca cagacatgta taatactcct 12 0 
ggtctgtaca acccacccta cagtgctcag 180 
agacctcttt ccaaaagcca ctccgacaac 240 
ccagtgcctc ccccacatgt tccacctcca 300 
tcaacagaaa agcatgactg ggatcctcca 360 
tctgagccaa ggagtatttt tgaatacgag 420 
cgacccgtca cgaaaccgca agcagggcgc 480 

492 



<210> 4 

<211> 158 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (158) 
<223> AMIDATION 



Met°Lyi Ala Thr Thr Pro Leu Gin Thr Val Asp Arg Pro Lys Asp Trp 
15 1° 15 

Tyr Lys Thr Met Phe Lys Gin He His Met Val His Lys Pro Asp Asp 
20 25 30 

Asp Thr Asp Met Tyr Asn Thr Pro Thr Pro His Met Lys Tyr Thr. Tyr 
35 40 45 

Asn Ala Gly Leu Tyr Asn Pro Pro Tyr Ser Ala Gin Ser His Pro Ala 
50 * * 55 eo 



Ala Lys Thr Gin Thr Tyr Arg Pro Leu Ser Lys Ser His Ser Asp Asn 
65 70 75 80 

Ser Pro Asn Ala Phe Lys Asp Ala Ser Ser Pro Val Pro Pro Pro His 
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85 90 95 

Val Pro Pro Pro Val Pro Pro Leu Arg Pro Arg Asp Arg Ser Ser Thr 
100 105 110 

Glu Lys His Asp Trp Asp Pro Pro Asp Arg Lys Val Asp Thr Arg Asn 
115 * ~ 120 125 

Phe Gly Ser Glu Pro Arg Ser lie Phe Glu Tyr Glu Pro Gly Lys Ser 
130 135 140 

Ser He Leu Gin His Glu Arg Pro Val Thr Lys Pro Gin Ala 
145 150 155 



<210> 5 
<211> 1794 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 5 

atgaaagcaa caacaccttt gcagacagtc 
tttaagcaaa ttcacatggt gcacaagccg 
acacctcaca tgaaatatac atacaatgca 
tcacaccctg ctgcaaagac ccaaacctac 
agccccaatg cctttaagga tgcgtcctcc 
gtcccgccgc ttcgaccaag agatcggtct 
gacagaaaag tggacacaag aaatttcggg 
cctgggaagt catccatcct gcagcacgaa 
agcttggaaa gacccagcag ctctgcaagc 
agtgaacctg cagtgggccc gcccaggggc 
cccggccggg cagacctccc aggatcaagt 
tctccttcct ctccctcgag agcacaaggt 
tgcagttact cggggctcaa tggctcgccc 
agaaggcact tggacgtccc ccaggactct 
caaatggccc ggcaaaatgc agagatctgg 
atcaaatcac gaagctgtga cgatctcctg 
aaaaccaagt cagaaagcat gggttctctg 
cccatgacgt ggacttcccc ctacatcccg 
tttaagcaaa tggatattcg tggaatctct 
ggaatatcta taatgagtga ggaatctatg 
tttggtttag tagatgatca ctgatttaaa 
aaaacgcata acccccccct taccctgaca 
tgggtagaat agaaccctat gtctgaaagt 
tggtagccgc caactcagag ataggtcgtt 
oacaagcttg aattcatgtt taagcaaata 
gggaccccag ggtgccaagt gtagctcaga 
gtggaactaa atgcaactaa gtgatttctt 
atggacttcc cacatcaatt ctgagtcact 
ctcatagtca gtgtatgcag cagcatatac 
caaaatgtat aacacaaggt cacgaaaccg 



gaccggccca aggactggta caagacgatg 60 
gatgatgaca cagacatgta taatactcct 120 
ggtctgtaca acccacccta cagtgctcag 180 
agacctcttt ccaaaagcca ctccgacaac 240 
ccagtgcctc ccccacatgt tccacctcca 3 00 
tcaacagaaa agcatgactg ggatcctcca 3 60 
tctgagccaa ggagtatttt tgaatacgag 420 
cgacccgtct accagtcttc catagacaga 4 80 
atggcgggtg actttagaaa acggaggaag 540 
ttgggggatc acagttcaag caggaccagc 600 
tccaccttta ccacgtcttt cattagttct 660 
ggggatgata gcaaaatgtg tccgcccctt 720 
tctagtgagt tagagtgctg cggcgcttat 7 80 
caaagggcca tcactttcaa gaacggctgg 840 
agtagcactg aagaggcggt ttcccccaaa 900 
aatgatgact gcggcagctt cccagaccct 960 
ttatgtgacg aaggctccaa agagagcgac 102 0 
gaagtgtgcg ggaacagcag agaattcatg 1080 
ggatggagga ccattttgga aagtgctaaa 1140 
agaaagatgt aaagtgtaag acgtaaattt 1200 
tgtataacag agtagatgcc ccccccctca 12 60 
tttagctttg aatatgcaca aaatagtttg 1320 
atatgtgttg ggatttcatc ccatatatgg 13 80 
ctgttagatt ctcacaacaa aaatgtataa 1440 
aaaataatgt gggagactgg acagaggtca 15 00 
gtcaccattg gtgaatcgct tcatctccat 1560 
aggctttccc cagtcattct tagtgaaaat 1620 
ttcttcccac ctggaatgat taccatztttt 1680 
cctcatttgc ctttgggtac attcctgagt 1740 
caagcagggc gccgtgataa gtcc 1794 



<210> .6 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 6 
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cccgtcacga aaccgcaagc a 



<210> 7 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 30 



cacgaacgac ccgtcacgaa accgcaagca 



<210> 8 
<211> 120 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

cctccagaca gaaaagtgga cacaagaaat ttcgggtctg agccaaggag tattt "gaa 60 
tacgagcctg ggaagtcatc catcctgcag cacgaacgac ccgtcacgaa accgcaagca 120 

<210> 9 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (7) 

<223> AMIDATION 

<400> 9 

Pro Val Thr Lys Pro Gin Ala 
1 5 



<210> 10 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (10) 
<223> AMIDATION 

<400> 10 

His Glu Arg Pro Val Thr Lys Pro Gin Ala 
1 5 10 



<210> 11 
<211> 40 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<220> 
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<221> MOD_RES 
<222> (40) . 
<223> AM ID AT ION 

<400> 11 

Pro Pro Asp Arg Lys Val Asp Thr Arg Asn Plie Gly Ser Glu Pro Arg 
15 10 15 

Se^ lie Phe Glu Tyr Glu Pro Gly Lys Ser Ser He Leu Gin His Glu 
20 25 3 0 

Arg Pro Val Thr Lys Pro Gin Ala 
35 40 



<210> 12 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorces 
utilisees pour les RT-PCR 

<400> 12 

aargayacnt ayaarac 



<210> 13 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorces 
utilisees pour les RT-PCR 

<400> 13 

cggccgaagg actggta 



<210> 14 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorces 
utilisees pour les RT-PCR 

<400> 14 

acaagccgag atgatgac 



<210> 15 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<222> Description de la sequence artif icielle : amorces 
utilisees pour les RT-PCR 

<400> 15 

gtcttcaaca gaaaagcatg ac 



<210> 16 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> , 

<223> Description de la sequence artificielle: amorces 

utilisees pour les RT-PCR 
<400> 16 

ggncgytcrt gytgyag 



<210> 17 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> , „ 

<223> Description de la sequence artificielle: amorces 

utilisees pour les RT-PCR 
<400> 17 

ggatcccagt catgctt 



<210> 18 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> . nn 

<223> Description de la sequence artificielle: amorces 
utilisees pour les RT-PCR 

<400> 18 

tggatgactt cccaggc 



<210> 19 

<211> 48 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorces 
utilisees pour les RT-PCR 

gggtcgttcg tgctgcagga tggatgactt cccaggctcg tattcaaa 4 8 



— — — — ^— 
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<210> 20 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorces 
utilisees pour les RT-PCR 



<400> 20 

tgcttgcggt ttcgtgacgg g 
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I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande intemationale (les feuilles de remplacement qui ont 4t6 remises 
£l I'office r£cepteur en r£ponse k une invitation faite conformgment £ i'article 14 sont consid£r6es dans ie present 
rapport comme "initialement d6pos6es° et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (rdgles 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-40 version initiale 

Revendications, N°: 

1-13 regue(s) avec t6!6copie du 25/1 0/2001 

Dessins, feuilies: 

1/5-5/5 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-7, telles que initialement dSposees 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiquSs ci-dessus etaient b la disposition de I'administration ou 
lui ont 6t6 remis dans la langue dans laquelle la demande intemationale a 6t§ d£pos£e, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces 6l6ments etaient a la disposition de I'administration ou lui ont £t£ remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche Internationale (selon la r&gle 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande intemationale (selon la r&gle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen prSliminaire intemationale (selon la rfcgle 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulgu6es dans la demande 

intemationale (le cas 6ch6ant), I'examen pr6liminaire intemationale a 6t6 effectu£ sur la base du listage des 
sequences : 

SI contenu dans la demande intemationale, sous forme ecrite. 

E3 d£pos£ avec la demande intemationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ult6rieurement h I'administration, sous forme 6crite. 

□ remis ult£rieurement k I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par §crit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que d6pos6e, a 6t6 fournie. 



55.3). 
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□ La declaration, selon laquelle les informations enregistr^es sous d6chiffrable par ordinateur sont identiques h 
celles du listages des sequences Pr6sent6 par 6crit, a 6te fournie. 

4. Les modifications ont entram6 I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n 08 : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a 6t6 formu!6 abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6t6 consid6r6es 

comme allant au-del& de I'exposS de Tinvention tel qu'il a 6X6 d6pos6, comme il est indiquS ci-apr&s (r6gle 
70.2(c)): 

(T oute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexge au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas 6ch6ant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



1. Declaration 



Nouveaute 



Oui : Revendications 
Non : Revendications 



1 



13 



Activite inventive 



Oui : Revendications 
Non : Revendications 



1 



13 



Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 

Non : Revendications 



1 



13 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite inventive et 
la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette 
declaration 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : WO 89 06241 A (INST NAT SANTE RECH MED) 13 juillet 1989 (1989-07- 
1 3) cite dans la demande 

D2: HILLIER ET AL.: The WashU-Merck EST Project' EMBL DATABASE, ACC 
NO: H54590, 22 septembre 1995 (1995-09-22), XP0021 36341 

D3: HILLIER ET AL.: 'Generation and analysis of 280,000 human expressed 
sequence tags' EMBL DATABASE, ACC NO: AA1 42922, 14 decembre 1996 
(1996-12-14), XP0021 36342 

2. Le document D1 revele un polypeptide purifie d'origine porcine possedant I'activite 
biologique de la sorbine (exemple 1 , revendication 1 ) et le procede d'obtention du 
polypeptide en question. D1 revele aussi une composition pharmaceutique 
comprenant la sorbine porcine et I'utilisation qui pourrait en etre faite dans une 
application therapeutique (exemple 4). Le document D1 montre aussi la voie pour 
arriver a la production de sorbine par genie genetique (exemple 3), meme si les 
sequences nucleotidiques en question ne sont pas decrites. 

3. La sequence proteique de la sorbine porcine revelee dans D1 differe de la 
sequence SEQ ID No: 2 de la sorbine porcine de la presente demande au niveau 
de trois acides amines en positions 1 6, 35 et 1 1 2. Comme il n'est pas possible de 
determiner a posteriori si ces differences resultent de mutations ou de simples 
erreurs de sequengage, il resulte que Pobjet des revendications 6 et 7 sont 
formellement nouvelles (Article 33(2) PCT. 
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4. La presente demande ne remplit pas les criteres de Particle 33(3) PCT concernant 
I'activite inventive. 

II parait evident que Phomme du metier, connaissant le document D1, aurait pu 
doner le gene de la sorbine porcine et humaine, correspondant a I'objet de la 
revendication 1 de la presente demande et exprimer la proteine correspondante 
sans intervention d'activite inventive (Article 33(3) PCT. Ceci est d'autant plus vrai 
que deux fragments EST du gene de la sorbine etaient connus avant la date de 
priorite de la presente demande et que les differences de trois acides amines 
entre la sequence connue et la sequence de la presente demande n'ont pas 
d'influence surprenantes sur I'activite de la sorbine. 

La meme objection est valable pour I'objet des revendications 2 a 13. 
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REVENDICATIONS 

1. Acide nucleique codant pour un peptide possedant I'activite 
biofoglque de la sorblne, ledit acide nucleique comprenant la sequence 

s nucleotidique choisie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 1 ; 

b) la sequence SEQ ID n° 3 ; 

c) la sequence SEQ ID n° 5 ; 

d) une sequence nucleotidique homologue de la sequence SEQ 
io IDn°1.n 0 3oun°5;et 

e) au moins un fragment nucleotidique desdites sequences a), b), 

c) ou d). 

2. Acide nucleique selon la revendication 1, ledit acide nucleique 
is comprenant une sequence nucleotidique choisie parmi la sequence SEQ ID n* 

6 a 8 et une sequence nucleotidique homologue de la sequence SEQ ID n° 6 a 
8. 

3. Vecteur de clonage et/ou d'expression comprenant une 
20 sequence nucleotidique telle que definie dans Tune des revendlcatlons 1 ou 2. 

4. Cellule note transformee par le vecteur selon la revendication 

3. 

25 5. Procede de production de peptide recombinant possedant 

I'activite biologique de la sorbine, ledit procede comprenant les etapes 
consistant a : 

i) insurer une sequence nucleotidique telle que definie dans Tune 
des revendications 1 ou 2 dans un vecteur d'expression, ladite sequence 

30 nucleotidique etant liee de maniere operante avec des elements permettant la 
regulation de son expression ; 

ii) transformer une cellule hate avec le vecteur ainsi obtenu ; 
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Hi) cultjver ladite cellule hate dans des conditions permettant 
('expression de ladite sequence nucleotidique ; 

iv) recueillir le peptide recombinant exprime ; 

v) eventuellement purifier ledit peptide ; 

vi) eventuellement proceder £ une amidation du peptide produit. 

6. Peptide recombinant isole obtenu par le procede selon la 
revendication 5. 

7. Peptide recombinant possedant I'activite biologique de la 
sorbine et comprenant la sequence d'acides amines choisie parmi les 
sequences SEQ ID n" 2, SEQ ID n° 4 et SEQ ID n° 1 1 . 

8. Composition pharmaceutique comprenant un acide nucleique 
selon Tune des revendications 1 ou 2 ou un peptide selon rune des 
revendications 6 ou 7. 

9. Oligonucleotides comprenant les sequences SEQ ID n° 12 a 
SEQ ID n' 20 ou leurs sequences complementaires. 

10. Proc&de de detection de ('expression de la sorbine dans un 
echantillon cellulaire ou tissulaire. comprenant ies etapes consistant a: 

- preparer TARN dudit echantillon ; 

- mettre en contact ledit ARN obtenu avec uhe sonde ayant une 
sequence nucleotidique capable de s'hybrider specifiquement avec un acide 
nucleique codant pour un peptide possedant I'activite biologique de la sorbine, 
tel que defini & la revendication 1 ; 

- detector la presence d'ARNm hybrldant avec cette sonde, 
indicatrice de I'expression d'un peptide possedant I'activite biologique de la 
sorbine dans I'echantillon. 
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11. Precede de detection in vitro de I'expression de la sorbine 
dans des cellules ou un tissu par hybridation in situ, comprenant les etapes 
consistant a : 

- mettre en contact lesdltes cellules ou ledit tissu avec une sonde 
ayant une sequence nucleotidique capable de s'hybrider specifiquement avec 
un acide nucleique codant pour un peptide possedant i'activite bioiogique de la ■ 
sorbine, tel que defini dans la revendication 1 ; 

- detecter la presence d'ARNm hybridant avec cette sonde, 
indicatrice de I'expression du peptide possedant I'activite bioiogique de la 
sorbine. 

12. Anticorps monoclonal ou polyclonal dirige specifiquement 
contre la sorbine humaine, ou fragment dudit anticorps capable de se Her 
specifiquement a la sorbine humaine. 

13. Precede de detection et/bu de dosage immunologique de la 
sorbine humaine dans un echantillon bioiogique dans lequel : 

I) on met en contact (edit echantillon bioiogique avec un anticorps 
tel que defini dans la revendication 12, marque de maniere detectable ; 

ii) on observe la formation d'un complexe anticorps-sorbine 
humaine, indicateur de la presence de sorbine humaine dans ledit Echantillon. 
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